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Introduction
La résistance bactérienne auX antibiotiques est apparue rapidement apres leur
introduction dans le traitement des maladies infectieuses. Une antibiothérapie
inadaptée initialement entraine une augmentation du risque de résistances bactériennes

(Kang et al. 2005) et la dissémination des souches multi-résistantes.

Les bacilles a Gram négatif non fermentants (BGNfs) sont des bactéries aérobies
strictes, caractéris€es par un mode de production énergétique ne faisant pas intervenir
la fermentation. Ce sont des bactéries pathogenes opportunistes responsables

essentiellement d’infections nosocomiales.

Ces BGNnF sont capables de résister & de nombreux antibiotiques grace a une
membrane externe peu perméable et au développement de nombreux mécanismes de
résistances (f-lactamases, céphalosporinases, imperméabilité sélective ou non en
relation avec les porines, modification des protéines liant la pénicilline, modification
d’affinité de certaines enzymes...) pouvant s’associer (Philippon. 1998) et rendant

selon les cas leur mise en évidence tres difficile.

Une meilleure connaissance des mécanismes de résistances et de leur traitement
pourrait améliorer le pronostic des patients et diminuer la pression de sélection des

antibiotiques mais aussi prévenir ou ralentir la diffusion des souches multirésistantes.

Cette étude a pour but :

» [isolement et I’identification d’une collection de bacilles a gram négatif non
fermentants isolés a partir de divers services au niveau du CHU de Sidi Bel
Abbes ;

» L’évaluation des profils de résistance des souches isolées vis-a-vis des
antibiotiques ;

> La détérmination des phénotypes de résistance aux f-lactamines ;

» L’analyse du support génétique de 1’antibiorésistance.
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1. Les Antibiotiques

Les antibiotiques sont des molécules capables d'inhiber la croissance ou méme de tuer
les bactéries, sans affecter I'hote (cellules eucaryotes) (Tulkens et Spinewine, 2002).
1l existe sept classes majeures d’antibiotiques bactériens utilisés en milieu clinique :
les p-lactames, les glycopeptides, les aminoglycosides, les tétracyclines, les
macrolides, les quinolones et les sulfonamides (Nukaga et al., 2003). Ainsi, les -
lactames et les glycopeptides sont impliquées dans ’inhibition de la synthése de la
paroi cellulaire bactérienne alors que les aminoglycosides, les tétracyclines et les
macrolides se fixent au ribosome et inhibent la traduction (Petit et al.,, 1995) . En
revanche, les quinolones et les sulfonamides inhibent respectivement des enzymes
essentielles a la réplication de ’ADN et a la synthése de la voie métabolique des

folates (Venkatachalam et al., 1994).

1.1 Les f-lactamines

Les p-lactamines constituent la famille d’antibiotiques la plus fréquemment utilisée
pour leur large spectre antibactérien, leur activité bactéricide temps-dépendant, leur
faible toxicité et le vaste choix de molécules disponibles (Ferech et al., 2006).

Elles partagent une structure commune qui comprend de fagon constante un cycle p-
lactame et, pour la plupart d’entre elles, un second cycle (Figure.1). Ainsi, en fonction
des cycles et des chaines latérales associées, on distingue (Chaabane et al., 2009) :

o les pénicillines, également appelées pénames : les molécules de ce groupe
possédent un cycle thiazolidine accolé au noyau B-lactame. Elles différent par la
nature de leur chaine latérale (Nauciel. 2000) ;

e les céphalosporines : Constituées d’un noyau B-lactame associ€ a un noyau
dihydrothiazine (Nauciel et Vildé. 2005) ;

e les carbapénémes : se distinguent des pénicillines par la présence d’un atome de
carbone au lieu d’un souffre en position 1 et d’une liaison insaturée en C2-C3,
également présente sur les céphalosporines (Wolff et al., 2009) ;

e les monobactames : le noyau est limité au cycle B-lactame. Seul l’éztréonam esta

I’heure actuelle utilisé en clinique humaine (Chaabane et al., 2009);
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e les clavames : leur représentant est I’acide clavulanique.
A Dexception des clavames, toutes les B-lactamines possédent une ou plusieurs
chaines latérales reliées au noyau S-lactame. Les chaines latérales peuvent étre
similaires, voir identiques pour des membres de classes différentes, ce qui expliquerait
’existence de réactions croisées entre molécules de familles différentes (Carbon et

al., 1995 ; Cavallo et al., 2004).
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Figure 1. Structure chimique des p-lactamines (Chaabane et al., 2009).

Les f-lactamines ont un mécanisme d’action identique : elles inhibent la synthese du
péptidoglycane de la paroi en se fixant de fagon covalente sur certaines enzymes
responsables de la transpeptidation, €tape essentielle de la synthése du peptidoglycane,

les empéchant ainsi d’assurer leurs fonctions (Cavallo et al., 2004).
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Ces enzymes sont situées sur la face externe de la membrane interne et sont nommeées
protéines liant les pénicillines ou PLP (Fauchére et Avril. 2002). Les PLPs sont
présentes en quantité variable (de 3 a plus de 8) selon les especes bactériennes et
présentent des affinités différentes pour chaque famille de f-lactamines (Fisher et al.,
2005).

1.2 Les aminosides

Les aminosides sont une famille d’antibiotique connue depuis 1944, année de la
découverte de la streptomycine. Ce sont des antibiotiques a usage quasi exclusivement
hospitalier, et qui paraissent particulierement utiles de par leur spectre et leur vitesse
de bactéricidie dans le traitement des infections sévéres ou a germes multirésistants
(Bryskier. 1999). IIs sont caractérisés par la présence de sucres aminés interreliés par
des liaisons glycosidiques a un aminocyclitol (Roy. 2000) (Figure.2). Les aminosides
perturbent la synthése des protéines au niveau de la fraction 30S du ribosome

entrainant la destruction bactérienne (Yala et al., 2001).

H| 1 “H;]'* o
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+Hy L NHt 'i‘Hf'f' +H.3r~4H
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HO "
Kanamyzin A HO - “‘I . OHg Ribostamyein
+H J” o = ‘_I — -""‘I H
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Figure 2. Structure de quelques antibiotiques aminosides

(Gerard et Thompson. 1999)

[ es aminosides sont des antibiotiques utilisés en association pour le traitement des
infections bactériennes graves (Commandeur et al., 2010). L efficacité dépend de
taux thérapeutiques sanguins, il est donc possible de recommander des posologies
(Veber et al., 1999) et de surveiller Iefficacité (Padoin et al., 2004) et la tolérance

(Schortgen. 2005) de cette famille d’antibiotique.
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1.3 Les quinolones

Les quinolones sont des agents antibactériens synthétiques dont activité
antibactérienne est liée a I’inhibition de I’ADN gyrase bactérienne (Labro. 2006). La
premiére quinolone, I’acide nalidixique, a été synthétisée en 1962 (Gill et al., 1999).

En 1978 apparurent les fluoroquinolones ou quinolones de 2eme génération, qui sont
des antibiotiques a large spectre, dérivés des quinolones (Femandes et Chu. 1987 ;
Chu et Femandes. 1989 ; Moreau. 1990 ; Singlas. 1990). Elles résultent de
modifications de la structure chimique des molécules initiales par ’adjonction d’un
atome de fluor en position 6 et d’un cycle azot¢ en position 7 (Figure.3) (Ravat et al.,
2000). Les fluoroquinolones inhibent aussi la topoisomérase IV, une autre enzyme qui
déméle I’ADN pendant la réplication. Il n’est donc pas surprenant que les quinolones

soient bactéricides (Prescott. 2003).
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Figure 3. Structure de base des quinolones et de la ciprofloxacine
(Faure. 2008).
Les fluoroquinolones sont largement prescrites dans les structures de soins. Cela
s’explique par leur excellente biodisponibilité et leur large spectre autorisant
Iutilisation de ces molécules dans des situations cliniques nombreuses et variables

(Levent et al., 2010).

1. Les bacilles 2 gram négatif non fermentaires

Les bacilles a Gram négatif non fermentaires (BGNnF) sont des bactéries aérobies

strictes qui se développent habituellement sur milieu ordinaire et qui sont caractérisées
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par un mode de production €nergétique ne faisant pas intervenir la fermentation
(Richard et Keredjian. 1995). Ce sont des bactéries ubiquitaires retrouvées dans
I’environnement (sols, eaux...) et pouvant étre responsables d’infections cliniques sur
des terrains débilités (Husson et al., 2000). Elles sont dites pathogénes opportunistes
car, bien que pouvant atre isolées d’infections communautaires, elles sont le plus
souvent responsables d’infections nosocomiales (IN) (Jarvis et Martone. 1992). Les
bacilles 4 Gram négatif non fermentaires sont 3 I’heure actuelle mieux classées grace a
de nombreuses études génétiques ADN-ADN ou ARN-ADN (Richard et Keredjian.
1995). Ils renferment un certain nombre de genres: Pseudomonas, Burkholderia,
Ralstonia, Comamonas, — Brevundimonas, Sphingomonas, Stenotrophomonas,
Chryseomonas, — Flavimonas, Shewanella,  Acinetobacter, — Chryseobacterium,
Flavobacterium, — Weeksella, — Alcaligenes, Sphingobacterium, Agrobacterium,
Ochrobactrum (Schuster. 2001). Au sein des Pseudomonadaceae ; Pseudomonas
aeruginosa, Burkholderia cepacia, €t Stenotrophomonas maltophilia, sont les bactéries
les plus fréquemment isolées lors d’infection nosocomiale (Berthelot et al., 2005).

En termes de fréquence, P. aeruginosa est le troisieme germe responsable d'IN et S.
maltophilia, arrive dans certaines études au deuxieéme rang des BGNnF (The French

Prevalence Survey Study Group. 2000).
2.1 Pseudomonas aeruginosa

L’espéce bactérienne Pseudomonas aeruginosa du latin aeruginosus appartient au
genre Pseudomonas dans la famille des Pseudomonadaceae, appelée aussi bacille
pyocyanique. La position phylogénétique de cette bactérie appartient aux eubactéries,
a la classe des protéobactéries qui regroupe un grand nombre de bactéries a Gram-
négatif aérobies ou anaérobies facultatives (Carpentier et al., 2003).

P. aeruginosa est un bacille a Gram négatif en forme de batonnet, de 0,5 a 0,8um de
diametre sur 1 a 3um de long, mobile grace a un flagelle polaire généralement unique,
dépourvu de spores et de capsules et posséde une oxydase positive. C’est un germe
hautement versatile doté d’une grande adaptabilité nutritionnelle et métabolique et
n’exige aucun facteur de croissance (Hafiane et Ravaoarinoro. 2008). La température

optimale de croissance est comprise entre 30 et 37 °C strictement aérobie.
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Aucune culture n’est obtenue a 4 «C ou a 46°C (Ojeniyi. 1994). Les cultures dégagent
une odeur aromatique caractéristique (seringat), produisant le plus souvent des
pigments de pyocyanine et de pyoverdine (Mahenthiralingham et al., 1996; Spikler
et al., 2004). Les aspects des colonies sont 3 types: Les Colonies la (large), les
Colonies sm (small) et les Colonies M (muqueuse) (Monteil et Harf Monteil. 2002).
La pathogénicité de P. aeruginosa est attribuce a la production de plusieurs facteurs de
virulence, hautement induits dans I’infection (Carpentier et al., 2003). Les nombreux
facteurs de virulence de cette bactérie s’expriment préférentiellement sur les terrains
immunodéprimés (Widmer et al., 1993; Talon et al., 1995). P. aeruginosa possede
des fimbriae qui permettent ’adhésion aux muqueuses. Les souches qui colonisent les
bronches des enfants atteints de mucoviscidose sont entourées d’une pseudo-capsule
polysaccharidique qui augmente ’adhésion de la bactérie et exerce une action
antiphagocytaire. La bactérie produit plusieurs toxines cytotoxiques : deux
hémolysines et I’exotoxine A dont le mode d’action est similaire a celui de la toxine
diphtérique (Nauciel et Vildé .2005). P. aeruginosa est un commensal peu fréquent
chez "homme, il est retrouvé chez 4 a 10 % des patients hospitalisés, les principaux
sites de portage étant le tube digestif, les voies acriennes supérieures et la peau
(Morrison et Wenzel. 1984 ; Blanc et al., 1998). La transmission croisée est le plus
souvent manuportée par le personnel soignant soit directement de patient a patient soit
indirectement a partir de surfaces inertes préalablement contaminées. Dans les services
de soins intensifs, P. aeruginosa évolue par bouffées €épidémiques sur un fond

endémique (Talon et al., 1995; Bergmans et al., 1998).
2.2 Acinetobacter baumannii

La systématique des espéces actuellement placées dans le genre Acinetobacter est
complexe car ces bactéries ubiquistes ont été isolées indépendamment par de
nombreux auteurs et ont été placées dans divers genres (Achromobacter, Alcaligenes,
Cytophaga, Diplococcus, Bacterium, Herella, Lingelsheimia, Mima, Micrococcus,
Moxarella, Neisseria...) (Fomba. 2005). Le genre Acineiobacier comprend
actuellement 32 especes dont 17 ont regu un nom validé par les comités de

nomenclature, d’autre n’ont pas re¢u de nom du fait de la difficulte de I"identification

10
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par les procédés traditionnels. Le genre Acinetobacter est désormais inclus dans la
famille des Moraxellaceae elle-méme incluse dans I’ordre des Pseudomonadales. Les
infections humaines sont dues principalement a Acinetobacter baumannii (Denis et
Ploy. 2007). Les Acinetobacter sont des coccobacilles, courts, souvent en
diplocobacilles, immobiles, a gram négatif. Ce sont des aérobies strictes souvent en
capsulées ne réduisant pas les nitrates et catalase positifs (Avril et al., 2000)". La
morphologie des Acinetobacter est identique a celle des Moraxella, mais la réaction
d’oxydase, qui est négative chez les Acinetobacter, sépare les deux genres (Faucheére
et Avril. 2002). Acinetobacter baumannii est la seule espece capable de croitre & 44
ou 45 °C. C’est un pathogéne opportuniste, responsable d’infections nosocomiales
séveres, causant de réelles difficultés thérapeutiques du fait de sa capacité a
développer plusieurs mécanismes de résistances aux antibiotiques (Baron et al.,
1995). Acinetobacter baumanii n'est pas connue pour produire des toxines diffusibles
ou des cytolysines, quelques facteurs de virulence ont été identifiés. Des Etudes
comparatives de génomique entre A. baumannii (multirésistante et sensible) et
Acinetobacter baylyi de l'environnement ont identifi¢ des genes impliqués dans la
biogenése des pili, I'absorption du fer, le quorum sensing et un systéme de sécrétion de
type IV faisant partie de la virulence de l'organisme (Vallenet et al., 2008).
[ ’incidence des infections a A. baumannii a considérablement augmentée durant les 20
dernieres années. En particulier dans les unités de soins intensifs et de chirurgie,
services ou le risque de colonisation et d’infection est important, vu le terrain
particulier des patients et la fréquence des manceuvres invasives (Giamarellou et al.,

2008).
2.3 Stenotrophomonas maltophilia

La premiére espece de ce genre décrite en 1961 sous le nom de Pseudomonas
maltophilia en raison de sa ciliature multitriche polaire et de l'acidification du maltose
fut classée en 1983 comme Xanthomonas maltophilia. Les différences avec les
Yanthomonas se sont révélées plus importantes que les similitudes : la création d’un
nouveau genre Stenotrophomonas (qui se nourrit d’un faible nombre de substrats) fut

proposée en 1993, comprenant S. maltophilia comme seule espece (Denton et Kerr.
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1998). Stenotrophomonas maltophilia est un bacille aérobie strict, assez fin, de
longueur moyenne, polymorphe avec une ciliature polaire multitriche (Niang. 2003).

Il est ubiquitaire et saprophyte de I’environnement, mais ¢galement de I’homme
colonisant surtout le nez, la gorge et le tube digestif (Kim et al., 2002; Gaillard et
Lavigne. 2008). C’est l'un des pathogénes opportunistes multirésistants, responsable
d’infections nosocomiales touchant en particulier les patients immunodéprimés
(Denton et Kerr. 1998; Chang et al., 2004). Les isolats cliniques de S. maltophilia
sont souvent trés résistants a la plupart des agents antimicrobiens actuellement utilisés,
y compris les carbapénémes, et le traitement des infections a S. maltophilia représente
un défi important pour les cliniciens comme pour les microbiologistes (Liaw et al.,

2002).
2.4 Burkholderia cepacia

Burkholderia cepacia (auparavant nommé P. cepacia, P. multivorans, P. kingii) a été
décrit pour la premiere fois en 1950 par Burkholder comme une bactérie
phytopathogéne (oignon, riz). Le nom d’espece multivorans reflétait les potentialités
métaboliques de cette espéce capable d’assimiler un grand nombre de substrats, dont
les antibiotiques et les antiseptiques (Avril et al., 2000)". C’est un bacille assez fin, de
longueur moyenne, mobile grace a une ciliature de type polaire multitriche mais ses
mouvements ressemblent souvent & ceux d’une bactérie & ciliature péritriche comme
les entérobactéries (Henry et al., 2001). Contrairement aux informations détaillées
sur les facteurs de virulence de P. aeruginosa, y compris la réglementation et la
biosynthése de l'alginate, les données sur les facteurs de virulence et la pathogénicité
de B. cepacia sont insuffisants (Goldman et Klinger. 1986; Nelson et al., 1994).

B. cepacia semble produire quelques facteurs de virulence reconnus, et des modeles
d'infection animales indiquent qu'il est moins virulent que P. aeruginosa (Stover et
al., 1983). Burkholderia cepacia a été de plus en plus reconnu comme un pathogene
nosocomial. Comme il est trés résistant aux désinfectants tels que le gluconate de
chlorhexidine et le chlorure de benzalkonium, il peut agir comme un agent pathogene

opportuniste en particulier chez les patients immunodéprimés (Tana et al., 2010).
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3. Mécanismes de résistance aux antibiotiques

Les BGNnF sont naturellement résistants a de nombreux antibiotiques et peuvent
acquérir de nombreux mécanismes de résistance comme pour les J-lactamines, les
aminosides et les fluoroquinolones (Berthelot et al., 2005). Ils sont capables de
résister a de nombreux antibiotiques grace a une membrane externe peu perméable et
grace au développement de nombreux mécanismes de résistances (3-lactamases,
céphalosporinases, imperméabilité sélective ou non en relation avec les porines,
modification des protéines liant la pénicilline, modification d’affinité¢ de certaines
enzymes...) pouvant s’associer (Philippon. 1998) et rendant selon les cas leur mise en
évidence tres difficile notamment dans le cas des systemes d’efflux (Kohler et al.,
1999). Ces bactéries peuvent étre sélectionnées par une antibiothérapie a large spectre
et devenir progressivement multirésistantes aux antibiotiques diffusant au sein des
établissements de soins (Bertrand et al., 2000; Bonten et al., 2001).

I utilisation croissante des antibiotiques a I’hépital a contribué a I"émergence et ala
diffusion de souches d’4. baumannii et de Pseudomonas aeruginosa résistantes a un
grand nombre d’antibiotiques dont les f-lactamines a large spectre, les aminosides et

les fluoroquinolones (Nordmann. 2003 ; Nemec et al., 2004)™.

3.1 Résistance aux f-lactamines
3.1.1 Résistance non enzymatique

3.1.1.1 Imperméabilité membranaire:
[a résistance enzymatique peut étre renforcce par les modifications de la perméabilit¢
membranaire due & la perte d’OMPs qui agissent comme des porines pour le transport
de substances a travers la membrane externe. Pseudomonas aeruginosa est résistante a
de nombreuses S-lactamines hydrophobes (impérméabilité). Les porines jouent un role
important dans la pénétration transmembranaire des S-lactamines. Une moditication
qualitative ou une diminution de la production de la porine OprD2 entraine une
résistance sélective a I’imipéneme (Poole. 2004) et au méropénéme dans une moindre

mesure (Poirel. 2006).
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Acinetobacter baumannii a relativement peu de porines comparé a d'autres bactéries a
Gram-négatif, ce qui peut expliquer en partie certaines de ses résistances aux agents
antimicrobiens (Sato et Nakae. 1991). La perte de porine a ¢té le plus souvent en
cause dans la résistance aux [-lactamines chez Acinetobacter baumannii, avec
I'absence d'une protéine de 33-36 kDa (Tomas et al., 2005), une protéine de 29 kDa
nommée CarO (Siroy et al., 2006) et une protéine de 43 kDa homologue a la OprD de
Pseudomonas aeruginosa (Dupont et al., 2005) impliqués dans la résistance a
I'imipénéme. La résistance ne s'exprime a haut niveau que si la perte de D2 est
accompagnée d'une hyperproduction de la céphalosporinase chromosomique chez
Pseudomonas aeruginosa (Sougakoff et Trystram. 2003) et la surexpression du
systtme d’efflux MexEF-OprN est associée a une diminution de la sensibilité a
I’imipénéme par diminution de I’expression de la porine OprD2 (Poole. 2004). La
protéine OmpA considérée comme un facteur de virulence, est homologue aux
porines OmpA et OmpF présentes chez les entérobactéries et P. aeruginosa, ou elles
servent de canaux pour ralentir les p-lactamines. Cependant, les études sur la
multirésistance des A. baumannii n'ont pas encore identifié¢ le role exacte de ’OmpA
dans la résistance aux [-lactamines (Bratu et al., 2008). L'expression réduite des
PLP2, peut expliquer la résistance d’A. baumannii aux carbapéneémes (Bou et al.,
2000).
3.1.1.2Systemes d’efflux :

Les bactéries a Gram négatif sont caractérisées par la présence d’une membrane
externe dont le rdle principal est de s’opposer a la pénétration de grosses molécules ou
de molécules hydrophobes nocives. Cette membrane constitue un obstacle pour les
systemes d’efflux de ces bactéries. Elles ont donc élaboré des systémes complexes a
trois composants qui permettent le rejet des molécules depuis I’espace périplasmique
vers le milieu extérieur (Piddock. 2006). Ces systemes de pompes nécessitent la
juxtaposition d’un transporteur (une protéine associé¢e a la membrane cytoplasmique)
et d’un canal localisé dans la membrane externe afin de permettre I’excrétion d’une
molécule indésirable du cytoplasme vers le milieu extracellulaire en transitant par le

périplasme (Nikaido. 1996).
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De nombreuses pompes d’efflux ont été décrites chez P.aeruginosa qui sont désignées
d'aprés leurs composants respectifs avec dans Iordre: la protéine de fusion
membranaire, la pompe, la protéine de membrane externe (MexAB-OprM ; MexCD-
Opr] ; MexEF-OprN et MexXY-OprM) (Pool. 2004). Ces systemes d’efflux ne sont
pas exprimés de la méme fagon ; seul MexAB-OprM est produit constitutivement, les
trois autres étant réprimés dans les souches sauvages (Masuda et al., 2000 ; Hocquet.
2003). La surexpression stable des systémes d’efflux entraine une résistance a tout un
ensemble d’antibiotiques qui ne sont pas structurellement reliés (Tableau. 1). Ainsi, la
surproduction de MexAB-OprM entraine une diminution de sensibilité a certaines /3-
Jactamines, aux fluoroquinolones, & la tétracycline, la novobiocine, au triméthoprime
et au chloramphénicol. Celle de MexCD-Opr] aux f-lactamines zwitterioniques
(céfépime, cefpirome), aux fluoroquinolones, au triméthoprime (Poirel. 2006), le
systéme MexEF-OprN aux fluoroquinolones, triméthoprime, chloramphénicol et aux
tétracyclines et le systtme MexXY-OprM a certaines B-lactamines (céfépime,
cefpirome), aux aminosides, a la tetracycline et a ’érythromycine (Masuda et al.,
2000 ; Livermore. 2002; Hoquet et al., 2004).

Chez Acinetobacter baumannii, deux systémes d’efflux ont été caractérisés, AdeABC
et AdelJK. La résistance aux aminoglycosides, A-Lactamines, chloramphénicol,
I'érythromycine et aux tétracyclines est due a la surexpression de I’AdeABC, dont
I"expression est régulée par le syst¢éme a deux composantes AdeRS (Marchand et al.,
2004). Une pompe appartenant a la famille MATE (multidrug and toxic compound
extrusion), AbeM, a également ¢été caractérisé. Sa surexpression conduit a la
réduction de la sensibilité d’Acinetobacter baumanii aux quinolones, la gentamicine, la
kanamycine, I'érythromycine, le chloramphénicol et triméthoprime (Su et al., 2005).
Le systeme d'efflux le plus récent a étre décrit. désigné AbeS. Il a été démontré qu'il
contribue 4 la résistance aux quinolones. macrolides et au chloramphénicol
(Srinivasan et al., 2009).

S. maltophilia peut rapidement développer une résistance aux fluoroquinolones par des
mutations dans les protéines de membrane externe et la surproduction de pompes a

efflux (Zhang et al., 2000 ; Mendoza et al., 2007).
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Tableau 1. Phénotypes de résistance non enzymatique de P. aeruginosa

(Nordmann. 2006)

Perte de porine | Surexpréssion Surexpréssion | Surexpréssion Surexpréssion
B-lactamines OprD2 MexAB-OprM | MexCD-OprJ MexEF-OprN MexXY-OprM
Ticarcilline S I/R S S S
Piperacilline S S S S D
Ceftazidime S S S N S
Céfépime S S I/R S I/R
Aztréonam S I/R S S S
Imipénéme R S S I S
Méropénéme I/R S/1 S I S

I, intermédiaire ; R, résistant ; S, sensible.

3.1.2 Résistance enzymatique par production de f-lactamases

3.1.2.1Généralités

Les f3-lactamases sont des enzymes bactériennes qui catalysent de maniere efficace et
irréversible I’hydrolyse de la liaison amide du cycle f-lactame des antibiotiques de la
famille des f-lactamines donnant un produit biologiquement inactif (Figure.4) qui
perd totalement son activité antimicrobienne (Matagne et al., 1998 ; Page. 1999). La
production des /3-lactamases est le mécanisme de résistance le plus répandu et le plus
important des bactéries vis-a-vis des f-lactamines (Livermore, 1995)". La
dissémination des f3-lactamases communes et l'apparition de nouveaux enzymes ou
d'enzymes mutants sont reliées directement a J'utilisation abusive des f-lactamines
dans le domaine de la santé humaine et animale et en agriculture (Kunin et al., 1990 ;

Witte, 1997 ; Normark et Normark, 2002).
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Figure 4. Schéma réactionnel de I’ouverture du cycle -lactame

(Barrial et Scotet, 2006).

Généralement, les -lactamases sont classées suivant deux schémas: la classification
moléculaire d’Ambler (Ambler, 1980) et la classification fonctionnelle de Bush-
Jacoby-Medeiros (Bush et al., 1995). La classification moléculaire tient compte de la
structure primaire des différentes S-lactamases et les divisent en quatre classes (A 2
D). Pour la classification fonctionnelle, les auteurs tiennent compte de la fonctionnalité
des f-lactamases (substrat, profil d’inhibition) et divisent aussi ces enzymes en quatre
groupes (1 a 4) avec plusieurs sous-groupes. Quoique différents de par le principe, il
existe une correspondance entre les deux schémas (Bush et al., 1995) (Tableau. 2).
Celles appartenant aux classes A, C et D sont des enzymes a sérine active, seule la
classe B regroupant les métallo- S-lactamases (MBL) nécessitant les ions Zn++ pour
leur activité (Phillipon et Arlet. 2006). Les f-lactamases appartenant a la classe A, en
plus de constituer la plus grande classe de f-lactamases a sérine, sont aussi les mieux
caractérisées au point de vue de leur mécanisme catalytique (De Wals. 2007). Les
enzymes de la classe B ou métallo-enzymes (Galleni et al., 2001), sont inhibées par
les chélateurs d’ions comme I’EDTA et non par les inhibiteurs classiques de f-
lactamases (Bush et al., 1995). Ce sont des enzymes produites essentiellement par
certaines Dbatteries de I’environnement comme Chryseobacterium  spp.,
Stenotrophomonas maltophilia ou d’autres bacilles a Gram négatif. La partlculapte de
certaines de ces enzymes est de conférer la résistance aux carbapénémes dont

I’imipénéme (Arlet et Philippon. 2003).
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Dans la classe C, on retrouve les céphalosporinases qui sont des enzymes résistantes a
I’action de I’acide clavulanique et le sulbactam; toutefois certaines sont faiblement
inhibées par le tazobactam (Doi et al., 2004). Leur hyperproduction est associée au
phénotype de multirésistance observé chez certains bacilles a Gram négatif. Au départ
a médiation chrémosomique, les 3-lactamases de la classe C sont aussi aujourd’hui a
médiation plasmidique (Philippon et al., 2002). Les béta-lactamases de classse D
(OXA) ont été identifiées généralement chez Pseudomonas aeruginosa. Elles ont €té
associées a la résistance aux carbapénémes, mais seulement chez Acinetobacter spp.,
probablement du fait que les organismes ont une faible perméabilit€ aux
carbapénémes, permettant aux enzymes ayant une faible activit¢ de produire une
résistance cliniquement significative (Livermore et Woodford. 2000). Les -
Jactamases & spectre élargi (BLSE) sont spécifiquement définis comme des /-
lactamases capables d’hydrolyser les céphalosporines de troisieme génération et sont
inhibées par I’inhibiteur des $-lactamases, ’acide clavulanique (Bush et al., 1995). La
plupart des BLSE appartiennent aux familles TEM (TEM3-133), SHV (SHV-2-54),
CTX-M (CTX-M1-28) (Bonnet. 2004) ou OXA (Livermore. 1995°; Livermore et
Woodford. 2000).
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Tableau 2. Correspondance entre la classification d’Ambler et la classification de

Bush (Bush et al., 1995).

Groupes ibe .
Hsdan Bush-] Classes Enzymes Substrats Tulibesi par o i Eoeatisat
Jacoby- d*Ambler {excemples) préféventicls rganismes ocalisation
Medeiros Ac. clavulaniquel] EDTA
i ; . e ; . s ... Chromosomigue
1 C AnpC Céphalospormes - - Bacilles GRAM négatit £
: Plasudique
2a A PCl Pénicailines + - Bactéries GRAM positif Plasnuidique
EM-1,2 . il tasmidi
3% A L Pénicillines e Bacilles GRAM négatif s
- sae s céphalosporines ) Cocei GRAM négatif :
SHV-1 - P e e Chromosoniigue
M TEM-derivés 5 Plasmidiaue
’ SHV-derivés ‘ . Racilles GRAM négatif Plasmudcique
CTX-M-1-26
Pénicillines,
Tbe céphalosporines & P.aeruginosa
PER large spechre eta " P.aeruginosa P T ———
GES-1 spectre étenda K.oxytoca S
OXY-172 (K1)
Aeinerobacter spp
OXA- P.geruginosa "
D - - Plasmidique
11.14,16,17 q
E.coli
: EM-30-36 5 o . g0
2br A H{;_ iI. zHVG-:& 9 Péueillings & - K.pneum.cfm:aef { pesi staut Plasnudique
aux inhibitsurs]
PSE-1.3 4 P.aeruginosa
% A Pém'm'lh.ﬂc;s‘ Z : A baumanii Variable
carbénicilline
BRO-1-3 M.cararrialis
OXA-1-10 Péniciilines Enterobacteriaceae _
2 s = = ° Variabl
2 » PSE-2 cloxacilline P.aeruginosa sizole
CepA Bacteroides sp
-1 £ xg . ( T
2e A RN Céphalosperines + . e 4 Variable
L2 S.maltophilia (inducible)
MC-, .
A ;:'l n: + E.rloacae Chyoniosomicue
Stgcis Sarcescens
Inu-1-3
KPCa12 Péniciilines
2f L céphalosporines K.pnesmoniae Plasmudicue
262 carbapéntimes N
G- P.aernginosa Plasnudique
X A-24-26.40, ; . : .
D UX“, -:‘S 7‘2 i + A.baumanii Chromosormicue
VM. IMP, Paeruginoss
-, e 5
SPM. GIM 1 specics
Pércillines A Bpecies
L Entercbacteriacae PR
3 B céphalosporngs - + Varable
L1 i S.malraphiiia
e teroiaes
CesA Bacteroides sp
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3.1.2.2Céphalosporinase naturelle et hyperproduite :

Pseudomonas aeruginosa posséde deux S-lactamases naturelles (Bagge et al., 2002 ;
Livermore. 2002 ; Girlish et al., 2004). Une oxacillinase, OXA-50, de spectre étroit a
été décrite trés récemment (Girlish et al., 2004) dont la contribution au phénotype de
résistance naturelle n’est pas significative. En revanche, la céphalosporinase naturelle
(AmpC) contribue au phénotype de résistance naturelle. L’expression du géne AmpC
est inductible et lenzyme inactive la plupart des pénicillines céphalosporines
inductrices (Courvalin et al., 2006) (I’amoxiciline, l’acide clavulanique et aux
céphalosporines de premiére et deuxiéme génération (C1G, C2G) — céfalotine et
céfoxitine notamment).

Acinetobacter baumannii posséde naturellement une céphalosporinase chromosomique
AmpC non-inductible et une oxacillinase de classe D intrinseque. Les oxacillinases
d'Acinetobacter baumannii appartiennent au groupe d’enzymes OXA-51 qui constitue
plus de 40 séquences variantes (Koh et al., 2007 ; Alsultan et al., 2009). La nature
omniprésente du géne OXA-51 chez A. baumannii a conduit a ce que ce gene
devienne un marqueur génétique important dans l'identification de la souche au
niveau de l'espéce (Turton et al, 2006). Les enzymes OXA-51 sont capables
d'hydrolyser les pénicillines (pénicilline, l'ampicilline, ticarcilline et pipéracilline) et
carbapénémes (imipénéme et méropéneme) mais que tres faiblement. [Is ne sont pas
actifs contre les céphalosporines a spectre élargi (Héritier et al., 2005).

La résistance de P. aeruginosa par hyperproduction de céphalosporinases est connue
de longue date. Elle résulte d’une dérépression permanente et stable du geéne de la
céphalosporinase, liée & une mutation d’un géne de régulation. Elle induit une
résistance a toutes les [-lactamines, a I’exception des carbapénemes (Nordmann.
2003). Les céphalosporines de 4° génération (céfépime, cefpirome) bien que
théoriquement plus stables vis-a-vis de I’hydrolyse par des céphalosporinases sont en
fait rarement efficaces sur des souches surexprimant AmpC car 1’association d’un
certain niveau de résistance naturelle au céfépime/cefpirome associ¢ a une
hyperexpression de AmpC compromet alors totalement ’efficacité de ces molécules.

(Livermore. 2002; Rossolini et Mantengoli. 2005 ; Poirel. 2006).
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3.1.2.3Pénicillinase transférable de spectre restreint

Chez Pseudomonas aeruginosa, elle est liée a la production de f-lactamase de type
PSE, TEM ou OXA (Jehl et al, 1995) codées par des genes habituellement
plasmidiques. Par rapport aux souches sauvages, ces pénicillinases (ou oxacillinases)
entrainent une résistance supplémentaire aux uréidopénicillines (pipéracilline,
ticarcilline) et a la cefsulodine. Une sensibilité a ’association d’une uréidopénicilline
et d’un inhibiteur (sulbactam ou acide clavulanique) est parfois, mais non
constamment, préservée, car les inhibiteurs sont faiblement actifs sur ces
pénicillinases, notamment la carbénicillinase de type 1 (PSE-1). La ceftazidime et
I’imipénéme restent actifs, mais le céfépime, le cefpirome ou I’aztréonam ne le sont
qu’inconstamment (Nordmann. 2003). Les pénicillinases a large spectre sont
différenciées de celle a spectre restreint par une résistance plus ¢Elevée aux

antibiotiques cités (Vedel. 2005).

3.1.2.4Les carbapénémases

Les carbapénémases sont des enzymes produites essenticllement par les bacilles a
Gram négatif pouvant appartenir a la classe A d’Ambler (sérines enzymes) comme a la
classe B d’Ambler (métallo-enzymes), ces derniéres (les métallo-enzymes) confeérent
la résistance a la plupart des f-lactamines existantes en plus de la résistance aux
carbapénémes (Walsh et al., 2005). En outre, ces enzymes possedent dans leur site
actif un cation indispensable a leur activité qui est invariablement le zinc. Chez
Pseudomonas aeruginosa, des études rapportent I’existence de souches productrices de
métallo-$-lactamases (MBL) au sein de cette espece (Ait el kadi et al., 2006 ;
Livemore et Woodford. 2006). Ce sont des métalloprotéines, chromosomiques ou
plasmidiques. Ces enzymes ont une activité cawalytique beaucoup plus forte que les
autres et hydrolysent toutes les f-lactamines sauf I’aztréonam. Ces carbapénemases
acquises constituent actuellement 4 groupes : IMP, VIM (Verona IMipenemase), SPM

(Sao Paulo Metallo-B-lactamase) et GIM (German IMipenemase) (Walsh et al., 2005).
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L’activité de ces enzymes est inhibée par addition de chélateur d’ions bivalents
(EDTA) (Poirel. 2006). Les métallo-carbapénémases de classe B de type VIM, IMP et
SIM ont été retrouvés chez A. baumannii, en particulier dans la région Asie-Pacifique
et en Amérique latine (Yum et al., 2002; Fritsche et al., 2005; Walsh. 2005; Perez et
al., 2007). Des f-Lactamases de classe D OXA (oxacilinases) qui inactivent les
carbapénémes ont également été signalées chez Acinetobacter baumannii (Brown et
Amyes. 2006; Pournaras et al., 2006). La premiere p-lactamase de classe D
découverte chez une souche d’Acinetobacter baumannii est ’OXA-23 ; depuis,

d’autres oxacillinases a activité carbapénémase ont été caractérisées (Poirel et al.,

2005" ; Brown et Amyes. 2006) (Tableau. 3).
3.1.2.5 Béta-lactamase a spectre élargi

Contrairement a ce que I’on avait pu croire, les BLSE ne sont pas ’apanage des
entérobactéries. Il en existe plusieurs, produites par différents genes ou tamilles de
génes : non seulement TEM et SHV, comme chez les entérobactéries, mais aussi PER-
. VEB-1, GES-1/2... Elles ont le méme spectre de substrats mais ne sont pas lides
génétiquement. Ce sont des enzymes redoutables, puisqu’elles induisent une résistance
a toutes les S-lactamines, & ’exception de I'imipéneme (De Champs et al., 2002).
Cette exception méme est menacée par certaines BLSE, de type GES-2, dont le spectre
s’étend a ’imipénéme (Poirel et al., 2000 ; Prats et al., 2002). Des fi-lactamases a
spectre étendue (BLSE) de type PER-1 et VEB-1 ont été décrites chez Acinetobacter
baumannii (Carbonne et al., 2005; Poirel et Nordmann. 2006). Toutefois, il
convient de souligner que la détection de la contribution exacte de BLSE est

compliquée par la présence simultanée d'enzymes AmpC (Perez et al., 2007).

Les p-lactamases qui conférent une résistance a toutes les p-lactames
antipseudomonale sauf les carbapenemes sont maintenant répandues (Aubron et al.,
2005 ; Masterton et Turner. 2006). Les geénes codant pour ces enzymes résultent de
mutations ponctuelles dans les génes de type OXA, et moins fréquemment dans les
génes de type TEM (TEM-1 ou TEM-2) ou SHV (SHV-1) (Naas et Nordmann.
1999).
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Depuis la description de PER-1 en 1991, différentes BLSE ont été rapportées chez P.
aeruginosa: dérivées de TEM et SHV (TEM-4, TEM-21, TEM-42, SHV-2a, SHV-5,
SHV-12) mais aussi de type VEB, GES ou BEL (Weldhagen et al., 2003).

L’OXA-18 est la seul oxacillinase de Pseudomonas aeruginosa dont I’activité est bien
inhibée par I’acide clavulanique et dont le phénotype de résistance induit est en tous
points similaire a celui d’une f-lactamase a spectre étendu de classe A (Naas et
Nordmann. 1999). La plupart des oxacillinases a spectre étendu chez P.aeruginosa
sont dérivés par substitutions ponctuelles des f-lactamases OXA-10 (OXA-11, OXA-
14, OXA-16, OXA-17, OXA- 19, OXA-28) et OXA-2 (OXA-15, OXA-32) (Naas et
Nordmann. 1999 ; Poirel et al., 2005"). Ces variants hydrolysent les céphalosporines
de 3éme génération et/ou I’aztréonam a des degrés variables et leur activité n’est pas
inhibée par 1’acide clavulanique (Naas et Nordmann. 1999). L’hydrolyse du
céfépime/cefpirome est souvent marquée (Tableau. 4). Le support génétique de ces
enzymes est plasmidique ou chromosomique. Si les oxacillinases de spectre étroit de
Pseudomonas aeruginosa (OXA-1, OXA-2, etc) peuvent étre détectées chez les
entérobactéries, les oxacillinases a large spectre n’ont été identifiées pour I’instant que

chez P. aeruginosa (Courvalin et al., 2006).
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Tableau 3. Phénotypes de résistances d’Acinetobacter baumannii aux

p-lactamines (Jolly-Guillou. 2006)

Phénotypes et mécanisme

Modification de

Effet des inhibiteurs

de résistances sensibilité Activité inhibitrice Activité
intrinséque

Phénotype 1 Aminopénicilline Tazobactam et Sulbactam
Céphalosporinase bas niveau C1G+C2G* Sulbactam Actif
Phénotype 2 Aminopénicilline Clavulanate, o
Pénicillinase plasmidique Ticarcilline Tazobactam et
(TEM-1,-2,CARB-5, OXA Piperacilline Sulbactam
21)° Sulbactam ++ (TEM-CARB)
* Céphalosporinase bas C1G+C2G +/- (OXA)
niveau
Phénotype 3 C1G+C2G+C3G Tazobactam Sulbactam
Céphalosporinase Aminopénicilline Sulbactam Actif
chromosomique haut niveau Ureidopénicilline et cloxacilline
(ACE 1-4)° Ticarcilline (partiel)
Phénotype 4 Aminopénicilline (+) ++
Céphalosporinase Ticarcilline Clavulanate,
chromosomique haut niveau Piperacilline Tazobactam et
+ Pénicillinase plasmidique” Sulbactam

C1G+C2G+C3G
Phénotype 5 Imipéneme EDTA+ sur
OXA 23-27, 37, 40, 51, 58 (autres f- IMP/VIM
IMP-2 IMP-4, IMP-5, VIM-2 lactamines= Clavulanate

Activité variables) +/- sur OXA
Phénotype 6 Toutes les Clavulanate, ++
p-Lactamases a spectre p-lactamines sauf Tazobactam
étendu (PER-1, VEB-1) l’imiﬁé’nénw Sulbactam

“CXG, céphalosporine de X® génération.

*Fréquence : 40% des souches.




Tableau 4. Phénotypes de résistance enzymatique de P. aeruginosa

aux f-lactamines (Nordmann. 20006).

Céphalo- Pénicillinase | Oxacillinase p- p- Carba-
. sporine TEM/PSE de spectre lactamases | lactamases pénémase
ﬂ -lactamines Hyperproduite (CARB) étroit a spectre a spectre IMP,VIM
étendu étendu SPM,GIM)
classe A OXA
Tiarcilline R? R R R R R
Ticarcilline+ R US I/R S’ /R R
Ac.clavulanique
Piperacilline /R R /R R R USP
Piperacilline+ /R /S R S°/1 R s’
Tazobactam
Cefsulodine /R /R /R R /R R
Ceftazidime I/R S S R I/R® R
Cefpirome /R S UR® R R R
Céfépime I/R S I/R /R I/R /R
Aztréonam I/R S S R S/ S
Imipénéme S S S S S R
Méropénéme q S S S S R

*], intermédiaire ; R, résistant ; S, sensible.
Phénotype observé in vitro et non réinterprété.
“Certaines oxacillinases de spectre étroit entrainent une résistance aux céphalosporines de 47

génération.

gominay
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3.2 Résistance aux aminosides

La résistance d’A. baumannii aux aminosides a connu depuis 1980, une évolution trés
brutale (Ben Haj Khalifa et Khedher. 2009). En plus de la pompe d'efflux AdeABC,
la résistance est médiée par les aminosides phosphotransférases, les acétyltransférases
et adenyltransferases (Nemec et al., 2004"; Van Looveren et Goosens. 2004). Une
autre série d'enzymes, les méthyltransférases de I'ARNr 16S, qui conferent une
résistance de haut niveau a tous les aminosides formulées, ont été récemment décrits
(Nicola et al., 2010). La résistance aux aminosides de P.aeruginosa est souvent
associée a la surexpression de pompes a efflux ou la production d’enzymes
d’inactivation a médiation chromosomique ou plasmidique, qui aboutissent a des
modifications chimiques des aminosides (Hancock et Speert. 2000; Giamarellou et

Antoniadou, 2001; Poole. 2005).

3.3 Résistance aux fuoroquinolones

Les bacilles 2 Gram négatif qui sont résistants aux fluoroquinolones, sont souvent
résistants aux autres classes d’antibiotiques, qui peuvent étre lies a la participation
des pompes a efflux surexprimées dans la résistance aux fluoroquinolones chez ces
bactéries (Kriengkauykiat et al., 2005). En plus du systéme d'efflux, les mutations a
la fois au niveau de la gyrA et parC sont responsables de la résistance aux quinolones
(Vila et al., 1995; Vila et al., 1997). La surexpression de pompes a efflux semble
jouer un role important dans la résistance aux tluoroquinolones chez Pseudomonas
aeruginosa, mais ne semble généralement pas suffisante en soi pour conférer une
résistance importante. Pour les fluoroquinolones, la surexpression de pompes a efflux
est généralement associée a des mutations de I'ADN gyrase, pour conférer une
résistance a haut niveau chez P .aeruginosa (Le Thomas al., 2001; Higgins et al.,
2003). Une modification par méthylation du RNA 168 ribosomial & ét¢ récemment
décrite (Yokoyama et al., 2003).

Les nouvelles fluoroquinolones telle que la clinafloxacine. gatifloxacine,
lévofloxacine et gémifloxacine seraient plus active sur A. baumannii que la

ciprofloxacine. La fréquence de survenue de mutation de la gyrA semble étre plus
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faible avec ces nouvelles fluoroquinolones (Heinemann et al., 2000). Cependant, les
résistances aux fluoroquinolones ne cessent d’augmenter, et leur utilisation a €té
identifiée comme facteur de risque de colonisation et d’infection a bactéries

multirésistantes (Nseir et al., 2005).
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1. Matériel
1.1 Matériel biologique

1.1.1 Souches étudiées

100 souches de bacilles a gram négatif non fermantants (54 Acinetobacter baumannii
et 46 Pseudomonas aeruginosa) isolées entre le mois d’octobre 2009 et mai 2010 au

niveau de différents services du C.H.U de Sidi Bel Abbes on fait I’objet de cette étude.

1.1.2 Souches de références et plasmides utilisés
» ATCC 27853 (Pseudomonas aeruginosa).
» ATCC 25922 (E. coli).
» VP517 (E. coli).

1.2 Milieux de culture
1.2.1 Milieux de culture liquide
> Bouillon nutritif (BN)
» Bouillon Ceeur cerveau (BHIB)
» Bouillon Luria (LB)
» Mueller Hinton liquide (MHL)

1.2.2 Milieux de culture solide
» Gélose nutritive

Mac Conkey

Y V

Mueller Hinton

» Milieu triple sucres (TSI)

1.3 Tests biochimiques

» Galerie API 20NE
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1.4 Solutions et Tampons (Annexes.6 et 7)

Solution de ’EDTA 0.5M pH 8

Tampon TE

Solution de lyse

Phénol-Chloroform-Isoamylalcool (24 :25 :1) (Sigma)
Tampon TBE 1X

Tampon de charge

Solution de BET (Sigma)

YV V V V V V VY

1.5 Antibiotiques
1.5.1 En disques (Bio Rad)

Ticarcilline (75 pg), Ticarcilline + Acide Clavulanique (75/10 pg), Pipéracillne (75
ng), Pipéracilline + Tazobactam (75/10 pg), Imipéneéme (10 pg), Aztréonam (30 ug),
Céfotaxime (30 pg), Céftazidime (30 pg), Céfopérazone (30 pg), Cefsulodine (30 pg),
Cefpirome (30pg), Céftriaxone (30pg), Céfépime (30 pg), Tobramycine (10 pg),
Amikacine (30 pg), Gentamicine (15 pg), Kanamycine (30 UI), Ciprofloxacine (5 pg),
Ofloxacine (5ug), Colistine (50pug).

1.5.2 En poudre

Ticarcilline (Glaxo Smith Kline), Ticarcilline + Acide Clavulanique (Glaxo Smith
Kline), Pipéracillne (Dacota® Pharm), Pipéracilline + Tazobactam (Wyeth
Pharmaceuticals), Cloxacilline (Astellas), Imipénéeme (MSD), Aztréonam (Sanofi-
Synthelabo), Céfotaxime (Aventis), Céftazidime (Glaxo Smith Kline), Céfépime
(Bristol-Myers Squibb), Tobramycine (Merck), Amikacine (Bristol-Myers Squibb),

Gentamicine (Panpharma), Ciprofloxacine (Bayer Pharma).
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2. Meéthodes :

2.1 Prélevements :

Les prélévements ont été réalisés par écouvillonnage sur des plaies post-opératoires
infectées et au niveau de I’environnement, ainsi que par récupération des sondes
d’intubation et des sondes urinaires des patients hospitalisés au niveau de différents
services du C.H.U de Sidi Bel Abbes, puis acheminés au laboratoire dans des tubes de

bouillon nutritif pour étre incubés 18 a 24 heures a 37°C.

2.2 Isolement et purification

La gélose Mac-Conkey est utilisée pour I’isolement de bactéries a Gram négatif grace
a I’action de deux inhibiteurs, cristal violet pour I’inhibition de la flore Gram+ et les
sels biliaires pour la sélection des entérobactéries. Le milieu ensemencé est incubé a
37°C pendant 24 a 48 heures. On proceéde a la purification des colonies bactériennes
par réisolement sur le méme milieu gélosés pour obtenir des souches pures a
identifier. L’isolement des souches Pseudomonas .spp est réalisé sur gélose nutritive
supplémentée de 0.02% de cétrimide (Sigma) et sont incubées 48 heures a 37 °C
(Crespo et al., 2004). Les colonies présentant une pigmentation verte ou rose sont
repiquées sur le méme milieu et incubées pendant 48 heures a 37°C, puis sur gélose

Mac Conkey 24 heures a 42°C.

2.3 Identification
On procede a I’identification des germes bactériens ciblés par :

4+ Le test TSI (milieu triple sucres);
+ Galerie API 20NE.

30



Materiel et méthodes

2.3.1 Le test TSI (milieu triple sucres) :
2.3.1.1 Principe

Ce milieu permet d'étudier la fermentation de trois sucres (glucose, lactose,
saccharose), d'apprécier la production ou non de H,S et de noter la production ou non

de gaz a partir du glucose.

2.3.1.2 Technique

La technique consiste a ensemencer en stries serrées la pente de la gélose puis

par piqure centrale le culot, la lecture se fait aprés 18 heures d’incubation a 37°C.
2.3.1.3 Lecture
L’interprétation se fait par :

I. Lecture du glucose et du gaz au niveau du culot : la fermentation du glucose se
traduit par le virage au jaune du culot et la production de gaz se traduit par la

formation ou non de bulles de gaz dans la masse du culot.

J

2. Lecture de la pente : la fermentation du glucose et /ou du saccharose se traduit
par le virage au jaune de la masse du culot.

La production de H,S se traduit par le noircissement du milieu.

L

2.3.2 Galerie API 20NE

2.3.2.1 Principe
La galerie API 20 NE se compose d’une galerie constituée de 20 microtubes contenant
des milieux et substrats sous forme déshydratée.
Les tests conventionnels sont inoculés avec une suspension bactérienne saline qui
reconstitue les milieux. Les réactions produites durant la période d’incubation se
traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par 1’addition de réactifs.
Les tests d’assimilation sont inoculés avec un milieu minimum et les bactéries

cultivent seulement si elles sont capables d’utiliser le substrat correspondant.
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2.3.2.2 Technique

Préparation de la galerie :

» Mettre de I’eau distillée sur le fond de la boite, en remplissant toutes les
alvéoles ;
> Placer la galerie sur le fond de la boite et la recouvrir ;

> Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.

Préparation de U'inoculum :

» Ouvrir une ampoule d’API NaCl 0,85 % Médium (2 ml) ;
» A I’aide d’une pipette Pasteur, prélever 1 a 4 colonies identiques ;

» Réaliser une suspension d’opacité égale a 0,5 Mc Farland.

Inoculation de la galerie : .

» Remplir les tubes et non les cupules des tests NO3 a PNPG avec la suspension
précédente. Eviter la formation de bulles;

» Ouvrir une ampoule d’API AUX Médium et y transférer environ 200 pl de la
suspension précédente. Homogénéiser;

» Remplir tubes et cupules des tests Glu a PAC;

» Remplir d’huile de paraffine les cupules des trois tests soulignés (Glu, ADH,
Urée);

» Refermer la boite d’incubation et incuber 4 37°C pendant 48 h.

Y

Aprés 48 h d’incubation, faire la révélation par les réactifs suivants : TDA
(Tryptophane désaminase) Nitl et Nit2 de la maniere suivante :

v Déposer 1 ou 2 gouttes de Nitl ainsi que Nit2 dans NO3;

v Déposer aussi 1 ou 2 gouttes de TDA dans TRP;

v' Aprés 5 mn on observe les différentes colorations.
- 2.3.2.3 Lecture

La lecture de ces réactions se fait a 1’aide du tableau de lecture (Annexe.l) et

I"identification est obtenue a I’aide du tableau didentification (Annexe.2).
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2.4  Antibiogramme (CASFM 2010 ; Vedel 2005)
2.4.1 Principe

La technique consiste & utiliser des disques de papier imprégnés des différents
antibiotiques a tester qui seront déposés a la surface d’une gélose uniformément
ensemencee avec une suspension de la bactérie a étudier. Chaque antibiotique diffuse a
partir du disque au sein de la gélose et y détermine un gradient de concentration. Les
bactéries croissent sur toute la surface de la gélose sauf 1a ou elle rencontre une
concentration d’antibiotique suffisante qui inhibe leur croissance. L observation autour
des disques d’une zone circulaire indemne de colonies bactériennes, appelée zone
d’inhibition, permet de classer la souche étudiée en sensible (S), intermédiaire (I) ou
résistante (R) en comparant le diamétre d’inhibition a des valeurs critiques établies
expérimentalement et diffusées par le Comité Frangais de I’Antibiogramme de la
Société frangaise de Microbiologie. Cette méthode permet aussi de mettre en évidence

les interactions entre antibiotiques (synergie ou antagonisme).

2.4.2 Technique

» A partir d’une culture pure, réaliser une suspension en ensemengant une
colonie bien isolée dans 5 ml de BHIB et incuber 18h a 37°C.

» Réaliser une dilution de 1/100 dans 10 ml d’eau physiologique a 0.9%,
puis homogénéiser la suspension bactérienne au vortex ; sa densité
optique doit étre de 0.08 2 0.10 4 625 nm ¢quivalente a 0.5 Mac Farland.

> Ensemencer cette dilution par inondation sur des boites de pétri
contenant 20 ml de gélose Mueller-Hinton, rejeter le surplus et laisser
sécher les boites de pétri 15 a 20 min a 1’étuve.

> Appliquer les disques d’antibiotique a I’aide d’une pince stérile. La
disposition des f-lactamines a été réalisée selon le schéma de Vedel
(Figure.5).

> Laisser les boites 20 mn a température ambiante pour permettre une pré-

diffusion de I’antibiotique, puis les incuber pendant 18-24h a 37°C.
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Principaux marqueurs

PIP TZP
TIC CC ATHM
CTX CAI
IMP CFS
FEP CFP
CcpPO MOXA

Marqueurs secondaires

Liste complémentaire.

TIC : Ticarcilline
CAZ : Ceftazidime

IPM : Imipénéme

TCC : Ticarcilline+ac.clavulanique

ATM : Aztréonam

CFS : Cefsulodine

PIP : Pipéracilline

TZP: Pipéracilline+tazobactam
FEP : Céfépime

CPO : Cefpirome

CFP : Céfopérazone

Figure 5. Disposition des antibiotiques selon le schéma de Vedel

(2005).
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2.4.3 Lecture
La lecture se fait en mesurant avec précision les différents diamétres des
zones d’inhibition. Comparer ces résultats aux valeurs critiques figurant
dans I’Annexe 3 et 4, et classer les bactéries dans 1’une des catégories :
Sensible, Intermédiaire ou Résistante.

Interpréter les phénotypes de résistance aux f-lactamines.

2.5 Détermination des CMI en milieu solide (CASFM 2010 ; Courvalin et

Soussy.1996)

2.5.1 Principe

La détermination précise de la CMI d’un antibiotique est parfois nécessaire pour

compléter les données de I’antibiogramme. La méthode de référence (dilution en

milieu gélosé) consiste a préparer une série de milieux gélosés contenant des

concentrations croissantes d’antibiotiques.

Y Vv

A\

7

2.5.2 Technique

Pour chaque antibiotique, préparer une solution mére d’une concentration de
5120 mg/l, puis réaliser des dilutions sériées de progression géométrique de
raison 2 (Annexe.S) ;

Distribuer 2ml de chaque dilution d’antibiotique dans une série de boites de
Pétri et 2ml d’eau distillée stérile dans une boite de Pétri témoin;

Ajouter 18 ml de milieu Mueller Hinton gélosé maintenu en surfusion ;

Bien mélanger et laisser solidifier ;

Sécher les boites 30 minutes a [’étuve a 37°C ;

Préparer des suspensions de 10® UFC/ml pour chacune des souches a tester,
puis les diluer au 1/10 ;

Ensemencer la suspension bactérienne par spot de 1 a 2 pl, soit un inoculum de
10* UFC/spot ;

Incuber 18 a 24 heures a 37°C.
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> La souche de P. aeruginosa ATCC 27853 a été utilisée comme controle interne

au cours de chaque série de détermination.
ATCC: American Type Culture Collection.
2.5.3 Lecture

> S’assurer de la croissance des souches au niveau de la boite témoin ;

> Déterminer la plus faible concentration d’antibiotique ne montrant aucune
croissance visible (la présence d’une ou de deux colonies ou d’un fin film n’est
pas prise en considération);

» Les souches ont été catégorisées pour chacun des antibiotiques en fonction des

concentrations critiques proposées par le CASFM (Annexe.3 et 4).

2.6 Test a la cloxacilline (De Champs et al., 2002)
2.6.1 Principe

La cloxacilline (Orbénine®) ajoutée en milieu Miieller-Hinton inhibe in vitro trés
fortement toutes les céphalosporinases de la classe C d'’Ambler. La restauration de
I’activité des céphalosporines de troisiémes générations en présence de cloxacilline

permet de confirmer la présence du phénotype céphalosporinase.
2.6.2 Technique

Réaliser un antibiogramme par diffusion sur milieux gelosés Mueller-Hinton
supplémentés d’un inhibiteur: la cloxacilline de concentration finale de 500 pg/ml et

de 1000 pg/ml.

- 2.6.3 Lecture

La lecture se fait en comparant les boites de Pétri contenant une gélose Miieller-Hinton
simple et celles contenant les géloses supplémentées de la cloxacilline. Le phénotype
céphalosporinase se traduit par I’augmentation des diametres d’inhibition d’au moins

8mm autour des disques des antibiotiques céphalosporines de troisi¢éme génération.
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2.7 Test de synergie (Philippon et Arlet. 2006)
2.7.1 Principe

Le test consiste a rechercher une image de synergie entre un disque d'antibiotique
contenant un inhibiteur de p-lactamase (I’acide clavulanique) et un disque de
céphalosporines de troisiéme génération (ceftriaxone, ceftazidime et cefotaxime) ou un

monobactame (aztréonam).

2.7.2 Technique

La recherche de S-lactamase a spectre étendue se fait dans les conditions standards de
’antibiogramme, en disposant 2 disques d’antibiotiques : amoxicilline + acide
clavulanique (AMC) et céphalosporine de troisieme génération C3G (CTX, CAZ) a
une distance de 20 4 30 mm sur gélose Muller-Hinton. Etant donné la multirésistance
des souches concernées par cette étude, la recherche de synergies témoignant de la
présence de BLSE a été réalisée sur gélose MH additionnée de cloxacilline avec une

concentration finale de 1000 mg/1. Incuber pendant 18 heures a 37°C.

2.7.3 Lecture

La production de BLSE se traduit par 1’apparition d’une image de synergie ou

bouchon de champagne entre le disque d’AMC et C3G (Figure. 6).

© @

Ticarcilline+ Céphalosporine de
ac.Clavulanique troisiéme génération

Image de synergie

Figure 6. Schéma d’une image de synergie
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2.8 Test de Hodge (Lee et al., 2001 ; Lee et al., 2003)
2.8.1 Principe

Un disque d’imipénéme est appliqué au centre d’une boite de Mac Conckey
préalablement ensemencée avec une souche de Escherichia coli sauvage (sensible aux
carbapénémes) afin d’obtenir une culture confluente et un diametre dans la zone de
sensibilité autour de 1’imipénéme. Les souches a tester sont appliquées sur la gélose
sous forme de stries déposées a partir du disque d’imipénéme jusqu’a la périphérie de
la boite. Ce test permet de mettre en évidence I’hydrolyse de I'imipénéme par les

souches testées.

2.8.2 Technique
» Ensemencer par écouvillonnage une suspension d’Escherichia coli 25922 de
108 UFC/ml sur gélose Mac Conkey ;
» Faire une strie de la souche a tester & partir d’une suspension du centre de la
boite vers la périphérie ;
» Sécher la boite 15 minutes ;
» Déposer un disque d’imipénéme au centre de la boite ;

» Incuber 18 heures a 37°C.

2.8.3 Lecture

[a déformation du diamétre a I’intersection entre une strie et la culture d’E. coli signe
la présence d’une hydrolyse des carbapénémes par la souche testée (Figure.7). Cette
méthode, bien que facile a réaliser, ne préjuge en rien de I’identification de la f3-

lactamase en cause. En outre, le test est parfois difficile a interpréter.
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Figure 7. Lecture du test de Hodge (Lee et al., 2003)

2.9 Testlé PEDTA (Young et al., 2002 ; Walsh et al., 2005)
2.9.1 Principe

La recherche des métallo-S-lactamases (MBL) a été effectuée sur les souches
résistantes 4 I'TPM en mettant & profit la faculté de I’ethylene-diamin-tetra-acetic-acid
(EDTA), chélateur bivalent a restaurer I’activité de I'IPM en chélatant les ions ZN2+
indispensables a I’activité¢ de la MBL en la rendant inactive. Deux techniques
phénotypiques ont ét¢ réalisées afin de rechercher la présence probable de MBL: le

test IMP-EDTA et le test de synergie avec dbubles disques ’(DDST).

2.9.2 Technique

Y

Ensemencer I’inoculum bactérien d’opacité 0,5 Mc Farland sur gélose Miieller-

Hinton selon les recommandations du CA-SFM 2010 ;

» Déposer deux disques d’imipénéme (10 pg) a 20mm centre a centre 'un comme
témoin, et sur 1’autre, un volume contenant 4 pl d’EDTA 0.5 M, pH&;

» Déposer un autre disque d’IPM 10pg & 20mm centre 4-centre d’un disque non
imprégné stérile sur lequel a été déposée 10 ul ’EDTA 0.’5. M, pH 8 ;

» Incuber 18 a 24 heures a 37°C.
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» Un témoin positif correspondant a une souche de Pseudomonas aeruginosa

productrice de la métallo-pB-lactamase VIM a été utilisé.

2.9.3 Lecture

Les souches dont le diamétre d’inhibition autour du disque IPM-EDTA était supérieur
a celui obtenu avec le disque d’IPM seul pour la premicre technique, et dont on
observe une synergie entre les deux disques pour la deuxiéme technique. ont €té

considérées comme souches productrices de MBL.

2.10 Conjugaison (Tichat, 1995)
2.10.1 Principe

C’est le transfert d’un plasmide conjugatif codant pour la résistance a un ou plusieurs
antibiotiques d’une souche donatrice a une souche réceptrice. La souche réceptrice doit
posséder un caractére de résistance chromosomique vis a vis d’un antibiotique auquel
la souche donatrice est sensible. Afin de sélectionner les transconjugants (bactéries
réceptrices ayant acquis le plasmide de résistance) tout en éliminant les bactéries
donatrices et les bactéries réceptrices n’ayant pas acquis le plasmide de la donatrice, la
sélection s’effectue en présence de 2 antibiotiques : l'un correspond a une des
résistances transférées, 1’autre correspond a la résistance non transférable de la souche

réceptrice.

2.10.2 Technique
> Ensemencer la souche réceptrice et les souches donatrices en bouillon BHIB
et incuber 18 a 24 heures a 37°C ;
Réaliser un mélange donatrice rééeptrice_ dans un rapport 72 ;
Meélanger par inversement;

Incuber 18 a 24 heures ;

v V V V

Ensemencer le mélange donatrice réceptrice par stries sur un milieu de

sélection ;
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> Vérifier la sélectivité des milieux de sélection en ensemengant la souche
donatrice et la souche réceptrice par spot de 1 a 2ul sur la méme boite ;

> Incuber 24 heures a 37°C.

2.10.3 Lecture

Réaliser des antibiogrammes et/ou des CMI sur les transconjugants.

2.11 Extraction de I’ADN plasmidique (Kado et Liu., 1981- modifiée)

2.11.1 Principe

C’est une technique qui permet I’extraction des plasmides de petite et de grande taille

(>100kb). L’ADN plasmidique est libéré apres la lyse bactérienne par un traitement

SDS (Sodium Dodécyl Sulfate) alcalin combiné a la chaleur. L’ADN chromosomique,

les protéines, I’ARN de haut poids moléculaire et les débris cellulaires sont €liminés

par 1’action de solvants organiques. Enfin, ’ADN plasmidique se retrouve dans la

phase aqueuse et sera analysé sur gel d’agarose.

2.11.2 Technique

Réaliser une culture bactérienne dans 5 ml de LB et incuber 24 heures a 37°C ;

» Centrifuger 3 ml de la suspension bactérienne a 14000 rpm pendant 2 minutes a

vV VvV A\

Y

température ambiante ;

Eliminer le surnageant et sécher le culot ;

Resuspendre le culot bactérien dans 100yl de tampon TE (Tris EDTA), bien
vortexer ;

Ajouter 200 pl de solution de lyse ;

Mélanger par inversion 5 a 10 fois ;

Incuber a 55°C pendant 30 minutes en agitant de temps a autre ;

> Ajouter 2 volumes de phénol-chloroforme-isoamylalcool (soit un volume de

N/

600ul) :
Mélanger par inversion 5 a 10 fois ;

Centrifuger a 14000 rpm pendant 15 mn ;

» Récupérer la phase supérieure dans un nouveau microtube ;
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Ajouter 300 pl d’acétate de sodium 3 M pH 4,8 ;

Meélanger par inversion 5 a 10 fois ;

Centrifuger a 14000 rpm pendant 10 min a 4° C ;

Récupérer le surnageant dans un nouveau microtube ;

Ajouter 1 ml d’éthanol absolue a -20° C ;

Précipiter 30 min a -20° C;

Centrifuger a 14000 rpm pendant 10 min 8 4° C ;

Laver le culot avec 500 pl d’éthanol 70% a température ambiante ;
Centrifuger a 14000 rpm pendant 5 min a 4° C ;

Eliminer le surnageant et bien sécher le culot ;

vV V V V V V V V V V V

Resuspendre le culot dans 40 ul de TE.

2.12 Electrophorése d’ADN plasmidique (Sambrook et Russel., 2001)
2.12.1 Principe

Cette technique permet de séparer des molécules chargées sous I’action d’un champ
électriqueb, La migration des molécules d’ADN dépend principalement de leurs poids
moléculaires, la concentration du gel d’agarose, la différence du potentiel appliqué et

de la conformation de I’ADN.

2.12.2 Technique
e Préparation du gel d’agarose

> Pour un gel de 0.8%, dissoudre par chauffage jusqu’a ébullition, 1 6 g
L agarose (Sigma) dans 200 ml de tampon TBE 1X
$ Refroidir la solution a 55° C dans un bam Marie ;
» Couler le gel dans un moule dont les 2 extrémités ont été préalablement
fermées par un ruban adhésif ;
Déposer un peigne dans le gel afin de réaliser les puits ;

Laisser solidifier ;

Y VYV V

Retirer le peigne du gel et le ruban adhésif du moule ;

Y/

Placer le moule avec le gel dans la cuve d’électrophorese ;

42



Mate"_rie_l et m

e’tlzg({_es

» Ajouter un volume de tampon TBE 1X dans la cuve préalablement remplie

jusqu’a ce que le gel soit immergé (environ Imm au dessus).

e Ensemencement
» Répartir dans des tubes eppendorfs 40 pl de chaque solution d’ADN en ajoutant
10 pl de tampon de charge ;
» Meélanger a 1'aide d’une micropipette;
> Déposer 25 pul des mélanges dans les puis du gel.

e Migration

Brancher le générateur aprés avoir raccordé la cuve environ 4 heures sous une tension

de 90 volts.
o Révélation

Le gel est immergé dans une solution de TBE (Tris-Borate-EDTA) 1X contenant du
BET (Bromure d’éthidium) & une concentration de 0.5 pg/ml pendant 30 a 45 minutes
A température ambiante. Le complexe fluorescent ADN-bromure d’éthidium est

visualisé sous un transilluminateur a UV.
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Résultats & Discussion

1. Résultats
1.1 Préléevements

250 prélévements ont été réalisés pendant la période d’étude de 8 mois (Octobre 2009
et Mai 2010), au niveau de divers services du C.H .U de Sidi Bel Abbes (Tableau.5).

Tableau 5. Répartition des prélévements en fonction des services et des
sites de prélévement

Services Nombre de prélévements
Patients Environnement | Total
Urinaire | Trachéale | Plaie | Escarre | Divers

Réanimation 23 20 3 1 9 29 85
Chirurgie 0 0 51 0 5 14 70
Traumatologie 0 0 10 0 0 15 25
UMC 1 1 13 0 1 2 18
Méd. Interne 0 0 2 9 0 3 14
Neurochirurgie 0 0 2 0 3 9 14
ORL 0 0 7 0 4 0 11
Divers 0 0 3 0 3 7 13
Total 24 21 91 10 25 79 250

UMC : Urgence Médicale et Chirurgicale.

ORL : Oto-rhino-laryngologie.

Divers services

: Néphrologie, Pédiatrie, Dermatologie, Urologie, Endocrinologie, Infectieux,

Chirurgie infantile.

Divers prélévements: Sonde gastrique, Drain, Valve cérébrale, Liquide céphalorachidien.

1.2 Souches identifiées

Durant la période d’étude, 240 bacilles a gram négatif ont été répertoriés, dont 140

appartenant a la famille des entérobactéries et 100 au groupe des non fermentants, avec

une fréquence d’isolement de 40% (Figure.8).
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& Entérobactéries
} 58,33 EBGNnF
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Figure 8. Répartition des bacilles 2 gram négatif isolés a partir des prélévements.

Au niveau du service de la réanimation, 82 BGN ont été isolés, dont 52.44%
correspond aux non fermentants (dont 65.12% de souches d’Acinetobacter baumannii
et 34.88% de bacilles pyocyaniques) et 47.56% aux entérobactéries. Alors qu’au
niveau du service de chirurgie, 65 BGN on été isolés, dont 56.92% d’entérobactéries et
43.07% de BGNnF. Au niveau des autres services, le taux d’isolement des
entérobactéries atteint un pourcentage de 68.8% et les non fermentants 31.2%. Par
ailleurs, les services de réanimation et de chirurgie étaient les principales sources

d’isolement des BGNnF avec un taux d’isolement de 43% et 28% respectivement

(Figure.9).
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Figure 9. Répartition des BGNnF en fonction des services.
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Dans notre étude, nous avons noté que les plaies représentaient le principal site
d’isolement des BGNnF (34%), suivi de celui des prélévements de 1’environnement

(24%) et des sondes urinaires (13%) (Figure.10).

& Urinare
& Plaie

@ tracheale
B Escare

@ Duvers

@ Environnemeant

Figure 10. Répartition des BGNnF en fonction des sites de prélévement.

Au total 100 bactéries non fermentantes ont été identifiées, 76 ont été isolées a partir
de 171 prélévements effectués sur les patients (44.4%) dont 37 P. aeruginosa (21.6%),
et 39 A. baumannii (22.8%). A partir des 79 prélévements de l’environnement, 24
souches ont été isolées (30.4%) dont 9 P. aeruginosa (11.4%), et 15 A. baumannii

(19%) (Fig. 11 et 12).
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Figure 11. Répartition de P.aeruginosa et A.baumannii i partir des prélévements
de patients.
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Figure 12. Répartition de P.aeruginosa et A.baumannii a partir des prélévements
de ’environnement.

1.3 Sensibilité aux antibiotiques

1.3.1 Acinetobacter baumannii

Les souches d’Acinetobacter baumannii présentent une résistance importante vis-a-vis
de la famille des S-lactamines, avec un taux de résistance de 100% a I’aztréonam et
94,44% a la pipéracilline, ticarcilline, ticarcilline+ ac. clavulanique, ceftazidime et
céfepime. La pipéracilline+tazobactam est parmi les molécules les moins efficaces
avec 88,88% de souches résistantes. L’ imipénéme est le moins touch¢ avec un taux de

résistance de 33,33 % (Figure.13, Annexe. 8).
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Figure 13. Taux de résistance aux f-lactamines des souches d’A. baumannii.
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La résistance d’A. baumannii aux aminosides a connu depuis 1980, une évolution tres
brutale. Les souches présentent une forte résistance a la gentamycine (88.88%) et
’amikacine (74.07%). Seul la tobramycine conserve sont activité avec un taux de
résistance de 37.03%.

Pour les fluoroquinolones, on note une résistance assez importante a la ciprofloxacine
avec un taux de 55.55%.

La colistine demeure le seul antibiotique potentiellement efficace avec 100% de

souches sensibles (Figure.14, Annexe.8).
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Figure 14. Taux de résistance aux aminosides et fluoroquinolones des souches
d’Acinetobacter baumannii.

1.3.2 Pseudomonas aeruginosa

Contrairement a la multirésistance des souches d’Acinetobacter baumannii, les bacilles

pyocyaniques ont montré une bonne sensibilité aux antibiotiques testés.

On note une sensibilité totale 3 la pipéracilline, pipéracilline+tazobactam, céftazidime
et 4 la céfépime. Les taux de résistance aux autres f-lactamines sont: ticarcilline
(28.26%), ticarcilline+ac.clavulanique (47.82%), aztréonam (43.48%), imipéneéme
(13.04%) (Figure.15, Annexe.11).
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Figure 15. Taux de résistance aux f-lactamines des souches de P. aeruginosa.

Les aminosides : gentamicine, amikacine et tobramycine, sont actifs sur 1’ensemble
des bacilles pyocyaniques avec une sensibilité totale, contrairement a la kanamycine
qui demeure inactive sur ces souches qui présentent une résistance totale (100%) due
A une résistance naturelle vis-a-vis de cet antibiotique utilis€é comme marqueur

d’identification de I’espéce Pseudomonas aeruginosa.

Pour ce qui concerne les fluoroquinolones, un taux de résistance trés important a été
observé pour 1’ofloxacine (97.82%). La ciprofloxacine garde une bonne activité avec

seulement 10.87% de souches de sensibilité intermédiaire (Figure.16, Annexe.11).

Aucune résistance n’a été observée pour la colistine.
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Figure 16. Taux de résistance aux aminosides et fluoroquinolones des souches de
Pseudomonas aeruginosa

1.4 Phénotypes de résistance aux f-lactamines

1.4.1 Acinetobacter baumannii

La majorité des souches étudiées sont résistantes a toutes les S-lactamines testées.
Cette multirésistance a été confirmée par 1’étude des CMI. Ces souches présentent une
forte résistance 3 la céfiazidime, la pipéracilline et la ticarcilline pour lesquelles la
valeur de CMI retrouvée est supérieure a 512 pg/ml. Elles présentent de méme une

forte résistance a 1’imipénéme (128 pg/ml) (Tableau.6, Annexe.10).

Tableau 6. Intervalles de CMI (pg/ml) observés pour chacun des phénotypes de

résistance aux f-lactamines.

TIC TCC PIP TZP CAZ FEP ATM IMP | Phénotypes observes
<16>64 <16>64 <16>64 <16>64 <4>8  <4>8 <4>8 <2>8
<16 <16 4 0,54 0,54 1-4 8 <0,5-2 | Sauvage

64->512 64->512 32->512 8-256 16->512 16-256  64-512 <1-2 | Multirésistant (IPM sensible)
>512 >512 >512 256->512 >512  64-512  128-512  32-128 | Multirésistant

L’analyse du comportement de chaque souche vis-a-vis des [-lactamines testées nous
a permis de distinguer 3 phénotypes de résistance: phénotype sensible (5.55%),
phénotype multirésistant sensible a I’Imipénéme (61.11%), phénotype multirésistant y

compris a I'Imipénéme (33.33%) (Figure.17).

prtorn
u1
o

bexesonsd



Résultats & Discussion

i

5,55

B Sauvage

® Multirésistant (IPM
sensible)

i Multirésistant

Figure 17. Répartition des phénotypes de résistance des souches d’A. baumanni.

La récupération de I’activité des C3G par la cloxacilline a permis de mettre en
évidence la présence d’une AmpC, mais pour la majorité des souches testées la
sensibilité a la céftazidime et & 1’aztréonam n’était pas complétement restaurée sur
gélose M.H additionné de cloxacilline, ce qui indique la présence d’un mécanisme

additionnel a I’hyperexpression de céphalosporinase (Figure.18).

Cloxa 1000

Figure 18. Résultat du test a la cloxacilline.
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Toutes les souches étudiées ont donné un résultat négatif avec le test de synergie sur
gélose MH additionnée de cloxacilline (Figure.19). La présence de BLSE peut étre

masquée par I’accumulation de plusieurs mécanismes de résistance aux B-lactamines.

Figure 19. Résultat du test de synergie.

Le test de Hodge a permis de mettre en évidence la présence d’enzyme a activité

carbapénémase chez les souches testées (Figure.20).

Figure 20. Résultat du test de Hodge.

Les carbapénémases induisent une résistance de haut niveau a toutes les B-lactamines,
excepté I’aztréonam. La recherche de la métallo-f-lactamase (MBL) a été effectuée sur
les souches résistantes a I’TPM en mettant a profit la faculté de 1I’ethylene-diamin-tetra-
acetic-acid (EDTA), chélateur bivalent & restaurer 1’activité de I’IPM en chélatant les

ions ZN** indispensables a ’activité de la MBL en la rendant inactive.
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L’activité des p-lactamases n’est pas inhibée par I’action de L’EDTA, donc les
souches considérées ne possédent pas de métallo-f-lactamases permettant leur

résistance a I’Imipénéme (Figure.21).

Figure 21. Résultat du test A PEDTA.

(1) Souche de référence productrice d’une métallo-f-lactamase (VIM -1)
(2) Souche d’A.baumannii testée

1.4.2 Pseudomonas aeruginosa

La répartition des phénotypes de résistance des bacilles pyocyaniques a révélé la
présence unique de mécanismes de résistance non enzymatiques (41.3%), dont
(28.26%) d’efflux 1ié a la résistance a la ticarcilline et (13.04%) de perte OprD liée a
la résistance isolée a 1’imipénéme, alors que les autres S-lactamines restent actives. Le

reste des souches était représenté par le phénotype sauvage (58.7%) (Figure.22).
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Figure 22. Répartition des phénotypes de résistance des souches de P. aeruginosa

aux f-lactamines.

Le caractére inductible de la céphalosporinase s’est exprimé chez quelques souches
par I’apparition d’une image d’antagonisme (Figure.23) entre I’imipénéme et les
céphalosporines 4 large spectre, ainsi que par la diminution de I’activité¢ de la
ticarcilline par I’acide clavulanique qui est un fort inducteur de la production'de la

céphalosporinase chez 47.82% des souches (Figure.24).

Figure 23. Image d’antagonisme chez une souche de P. aeruginosa de phénotype
perte OprD.
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Figure 24. Image de I’induction de la céphalosporinase par ’acide clavulanique

chez une souche de P. aeruginosa.

1.5 Résistances associées chez les souches d’Acinetobacter baumannii

La tobramycine est I’aminoside le plus actif avec seulement 37% de souches
résistantes. La résistance 4 la gentamicine et a I’amikacine est trés élevée.
L’antibiotype prédominant est I’antibiotype P1 représenté par 46.3 % des souches,
suivit par I’antibiotype P2 avec un taux de 22.22% (Tableau.7).

L’association d’une résistance a I’amikacine et a la gentamicine est systématiquement
retrouvée chez les souches résistantes a I’imipénéme.

La résistance aux aminosides est associée a la résistance aux fluoroquinolones avec

plus de 50% de souches résistantes a la ciprofloxacine.
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Tableau 7. Profils de la résistance aux aminosides et aux fluoroquinolones
d’Acinetobacter baumannii

Antibiotype | Nombre de souches Antibiotique
™ GM AN CIP
P1 25 S R R R
P2 12 R R R S
P3 8 R R S S
P4 3 S S R R
Ps 3 S S S S
P6 2 S R S R
P7 1 S R S S

1.6 Transfert d’antibiorésistance

Les conjugaisons ont été réalisées entre des souches d’Acinetobacter baumannii
réceptrices résistantes & la tobramycine et des souches donatrices résistantes a

I’imipénéme, gentamicine, amikacine et a la ciprofloxacine.

L’analyse des profils de résistance des transconjugants par la méthode de diffusion
(Figure.25) et de dilution (Tableau.8) en milieu solide a permis de mettre en évidence

le transfert de géne codant pour la résistance a I’imipénéme et a la ciprofloxacine.

Figure 25. Phénotype de résistance d’un transconjugant

(SA21 : souche réceptrice (R), SA18 : souche donatrice (D), TC 21+18 : Transconjugant)
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Tableau 8. Résultats de CMI (ug/ml) obtenus pour les transconjugants

Transconjugants PIP P CAZ GM ™ CIp

<16>64 | <2>8 <4>8 <4>4 <4>4 <1>1
TC 21+18 512 64 >512 512 64 16
TC 23+17 512 64 >512 512 64 16
TC 4+31 >512 64 128 128 64 128

TC 12+24 512 64 256 512 64 128

1.7 Visualisation des plasmides sur gel d’agarose :

La recherche des plasmides est un complément nécessaire pour la comparaison et le
suivi de I'évolution des souches pathogenes. Les souches d’Acinetobacter baumannii
ayant fait I’objet de conjugaison hébergent des plasmides classés en huit profils
plasmidiques. Ces profils comprennent des bandes plasmidiques de taille variable et

n'ont pas de relation évidente avec les phénotypes de résistance aux antibiotiques

observés (Figure.26).
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Figure 26. Visualisation des plasmides sur gel d’agarose.

V 517 (souche de référence) ; 1 (SA24) ;2 (TC 12+24) ; 3 (SA12) ; 4 (SA17) ; 5 (TC
23+17) ; 6 (SA23); 7 (SA31) ; 8 (TC 4+31) ; 9 (SA4) ; 10 (SA18) ; 11 (TC 21+18) ; 12
(SA21) ; 13 (SA38) ; 14 (SA49) ; 15 (SA29) ; 16 (SA43).
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2. Discussion

Les BGNnF sont des agents pathogenes opportunistes responsables d’une part
importante des infections nosocomiales.

Dans une étude récente, réalisée au sein du méme laboratoire (Ayad. 2010;
Mesli. 2010), 234 bacilles a Gram négatif ont été isolés au niveau du CHU de
Tlemcen avec un taux d’isolement de 52,14% de BGNnF supérieur a celui des
entérobactéries (47,86%). Dans notre étude 240 bacilles & Gram négatif ont été isolés,
avec un taux d’isolement de 58,33% pour les entérobactéries supérieur a celui des
BGNnF (41,67%).

De nombreuses études ont rapporté la prédominance des infections a
Acinetobacter baumannii dans des services de réanimation (Bergogne Berezin et
Towner. 1996). Ces souches représentent 22,5% des bacilles a Gram négatif
identifiés dans notre étude, soit 34,14% si on ne considére que le service de
réanimation. Le taux d’isolement des souches d’Acinetobacter baumanni est supérieur
a celui retrouvé dans une étude marocaine représentant 6,74 % de 1’ensemble des
bacilles & Gram négatif, et 14,12 % si on ne considére que les services de réanimation
(Lahsoune et al., 2007).

La fréquence d’isolement des souches d’A4. baumannii et de P. aeruginosa est
liée au caracteére nosocomial fréquent dans les établissements de santé, en particulier
dans le cadre des infections associées aux soins, elle suggére une transmission
manuportée et un probléme de maitrise de I’environnement hospitalier. En effet, ces
deux espéces sont des bactéries nosocomiales par excellence, avec un réservoir
essentiellement environnemental hospitalier, une capacité d’acquérir et de cumuler
facilement plusieurs mécanismes de résistance. Ces infections sont trés favorisées par
la mise en place de matériels invasifs comme les sondes vésicales pour les infections
urinaires, les cathéters intravasculaires pour les bactériémies et les sondes d’intubation
pour les pneumopathies nosocomiales chez les patients ventilés mécaniquement. Ces
dispositifs alterent les défenses naturelles de 1’organisme et créent une bréche qui

favorise la contamination de milieux normalement stériles.
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Dans notre étude, nous avons noté que les plaies post-opératoires sont le
principal site d’isolement des souches de BGNnF, pour les souches d’A. baumannii,
comme pour les souches de Pseudomonas aeruginosa. Dans une étude menée au
Maroc dans la région de Mahdia, le pourcentage d’isolement des souches
d’Acinetobacter baumannii est plus élevé dans les prélévements effectués au niveau
des voies aériennes (Ben Haj Khalifa et Khedher. 2009).

La résistance des bacilles & Gram négatif non fermentants aux antibiotiques
pose un grand probléme au niveau du CHU de Sidi Bel Abbes. Le premier fait
marquant de notre étude est le taux de résistance trés élevés des souches
d’ Acinetobacter baumannii aux différentes classes d’antibiotiques testées. Une étude
asiatique rapporte des résultats similaires avec des taux trés élevés de résistance aux
antibiotiques (Young Kyoung et al., 2009). La capacité de cette espece a persister et
A résister au niveau de ’environnement hospitalier et sa capacité & cumuler des
facteurs de résistance, aboutissant rapidement a une impasse thérapeutique, expliquent
les taux de résistance constatés.

Les souches étudiées sont résistantes a toutes les S-lactamines testées, avec un
taux de résistance de 100% pour l’aztréonam, 94, 44% pour la pipéracilline,
ticarcilline, ticarcilline+ac.clavulanique, céftazidime et la céfépime, et 88,88% de
souches résistantes a la pipéracilline+tazobactam. Ce résultat concorde avec une étude
tunisienne réalisée a I’hopital universitaire Sahloul (Mansour et al., 2008).
L’imipénéme est le moins touché avec un taux de résistance de 33,33%, ce
pourcentage est plus élevé par rapport 4 une étude marocaine (23,8%) (Elouennass et
al., 2003), et inferieur & 57%, résultat décrit par Ait el kadi et al., en 2006.

Pour les mécanismes de résistance acquise a I’imipénéme, deux types
d’enzymes ont été décrits : les Métallo-B-lactamases et les oxacillinases & activité
carbapénémase. La recherche de la production de MBL par les techniques
phénotypiques s’est révélée négative. Une analyse génotypique par PCR réalisée au
niveau du laboratoire de bactériologie de I'hdpital Tenon a Paris sur quelques souches
d’ Acinetobacter baumannii a permis d’identifier un géne (OXA-40) codant pour la

production de carbapénémase de classe D.

pomg,
(=2
o

[ES



Résultats & Discussion

f

D’autres études similaires effectuées sur la méme espéce ont permis
I’identification d’oxacillinases appartenant au groupe OXA-23 (Mesli. 2010) et au
groupe OXA-58 (Drissi et al., 2010) au niveau du CHU de Tlemcen, en Tunisie
(Poirel et al., 2008) et en Turquie (Kulah et al., 2010) .

De méme, la résistance croisée a d’autres classes d’antibiotiques (aminosides et
fluoroquinolones) est trés fréquente, ce qui complique la prise en charge thérapeutique.

Pour les aminosides, la résistance d’4. baumannii a connu depuis 1980, une
évolution trés brutale. Elle affecterait selon les études (Joly-Guillou. 1997) 70 a 85 %
des souches pour les 4 principales molécules d’aminosides : amikacine, gentamicine,
tobramycine et nétilmicine. Dans notre étude, le taux de résistance des souches
d’Acinetobacter baumannii 3 Damikacine et la gentamicine est trés €leve,
respectivement 74,07% et 88,88%. La tobramycine est I’aminoside le moins touché et
le plus actif avec 37,03% de souches résistantes.

La résistance d’A. baumannii aux fluoroquinolones est trés fréquente. On a
constaté une résistance élevée a la ciprofloxacine, soit 55,55%. Ce résultat est inférieur
3 celui d’une étude marocaine, soit 68 a 72 % entre 1996 et 2001 (Elouennass et al.,
2001).

L’acquisition de la résistance & I'imipénéme et a la ciprofloxacine chez les
souches d’Acinetobacter baumannii aprés conjugaison et visualisation du contenu
plasmidique par éléctrophorése, met en évidence la dissémination du matériel
génétique, de nature plasmidique, codant pour ces deux résistances.

Les taux de résistance des isolats de P. aeruginosa sont trés inférieurs a ceux
observés pour Acinetobacter baumannii. La méme observation a été notée dans 1’étude
d’Elouennass et al. en 2008. Aucune résistance n’a été observée pour la pipéracilline,
pipéracilline+tazobactam, et la céfépime. On note des taux de résistance de 43.8% a
’aztréonam et 47.82% et la ticarcilline+ac.clavulanique.

La résistance a ’imipénéme, soit 13,04%, est codée par un mécanisme non

enzymatique vu la sensibilité de ces souches a la céftazidime et la pipéracilline.
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Cette résistance pourrait étre due a un défaut de pénétration suite a une perte
de la porine OprD ou d’une hyperproduction de la céphalosporinase chromosomique
AmpC (Deplano et al., 2005; Kohler et al., 1999).

Chez P. aeruginosa la résistance a I’imipénéme a souvent été liée a une perte
de la porine D2 (OprD) (Trias et Nikaido. 1990). Au cours d’une étude en 2001 sur la
résistance aux antibiotiques des bactéries isolées de prélévements cliniques dans les
services de réanimation européen, la fréquence globale de résistance a I’imipénéme de
P. aeruginosa a été estimée a 38 % (Hanberger et al., 2001).

Les bacilles pyocyaniques présentent un taux de résistance de 28,26% a la
ticarcilline, comparé aux résultats d’une étude francaise ou 42% des souches
P.aeruginosa étaient de sensibilité intermédiaire ou résistantes a la ticarcilline
(Cavallo et al., 2001). Plus du tiers des résistances a cet antibiotique est li¢ a des
résistances non enzymatiques, essentiellement par un mécanisme d’efflux actif
(Cavallo et al., 1997).

La grande majorité des souches Pseudomonas aeruginosa isolées dans notre
étude appartient au phénotype sauvage (58,7%), le reste appartient au groupe
« résistance non enzymatique » qui rassemble (28,26%) d’efflux et (13,04%) de perte
OprD.

Aucun mécanisme de résistance enzymatique lié a la production d’une S-
lactamase acquise de type pénicillinase n’a été détecté, comparé aux résultats d’une
étude effectuée au niveau du méme laboratoire (Drissi et al., 2008).

Les autres classes d’antibiotiques ont gardé une trés bonne activité sur les
bacilles pyocyaniques.

Au cours de notre étude, aucune souche résistante a la colistine n’a €té isolée.
Par ailleurs, ’augmentation de I’usage de cette molécule pour le traitement des
infections a souches multirésistantes d’4. baumannii serait a I’origine de 1’apparition

de résistances (Manikal et al., 2000).
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Conclusion

Les BGNnF sont naturellement résistants & de nombreux antibiotiques et
peuvent acquérir de nombreux mécanismes de résistance causant de réelles difficultés
thérapeutiques.

L’étude de I’antibiorésistance des bacilles & Gram négatif non fermentants au
niveau des divers services du CHU de Sidi Bel Abbes a permis d’apprécier I’efficacité
des antibiotiques utilisés.

La pression de sélection exercée par ’usage abusif des antibiotiques a large
spectre est a 'origine de I’émergence préoccupante de souches d’A. baumannii
multirésistantes. En plus de 1’antibiothérapie, les procédures invasives (pose de sonde,
intubation, ventilation artificielle, intervention chirurgicale) sont d’importants
éléments a considérer.

Toutefois, aucune résistance a la colistine n’a été observée. Par ailleurs,
I’augmentation de 1’usage de cette molécule pour le traitement des infections a souches
multirésistantes d’4. baumannii pourrait favoriser ’apparition de mutants résistants.

Un grand nombre d’antibiotiques reste efficace sur les bacilles pyocyaniques.
La présence unique de résistances non enzymatiques des souches de P. aeruginosa a
été attribuée a la résistance a I’imipénéme pour le phénotype perte OprD, et a la
résistance 2 la ticarcilline concernant le phénotype d’Efflux.

L’analyse du contenu plasmidique est un complément nécessaire pour la
comparaison et le suivi de I'évolution des souches pathogeénes. Il serait intéressant de
faire appel 2 des méthodes génotypiques comme I’ECP (€lectrophorése en champ
pulsé) et la PCR (polymérase chaine réaction) qui se révélent indispensable a la
meilleure caractérisation épidémiologique des souches hospitaliéres pour déterminer
I’origine clonale ou non d’une souche.

L’amélioration du pronostic de ces infections nosocomiales repose sur une
antibiothérapie de premiére intention précoce et efficace, une surveillance régulicre de
la résistance aux antibiotiques afin d’adapter les schémas thérapeutiques adéquats et la
sensibilisation du personnel soignant pour une application rigoureuse des mesures

d’hygiéne susceptible d’éviter leur dissémination.
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Annexe 1. Tableau de lecture des résultats de galerie API 20NE

TESTS SUBSTRATS REACTIONS/ RESULTATS
ENZYMES NEGATIF POSITIF
NO3 Nitrate de potassium Réduction du NIT1 + NIT2 /5 min
nitrate en nitrite Incolore Rose-rouge
Réduction des Zn /5 MIN
nitrates en azote Rose Incolore
TRP Tryptophane Formation JAMES/immédiat
d’indole Incolore Rose
Vert péle/jaune
GLU Glucose Fermentation Bleu a vert Jaune
ADH Arginine Arginine Jaune Orange/rose/rouge
dihydrolase
URE Urée Uréase Jaune Orange/rose/rouge
ESC Esculine Hydrolyse Jaune Gris/marron/noir
(B-glucosidase)
GEL Gélatine Hydrolyse | Pas de diffusion Diffusion du
(protéase) du pigment pigment noir
PNPG p-nitrophényl-A-D- [-galactosidase Incolore Jaune
galactopyranoside
GLU Glucose Assimilation Transparence Trouble
ARA Arabinose Assimilation Transparence Trouble
MNE Mannose Assimilation Transparence Trouble
MAN Mannitol Assimilation Transparence Trouble
NAG N-acétyl-glucosamine Assimilation Transparence Trouble
MAL Maltose Assimilation Transparence Trouble
GNT Gluconate Assimilation Transparence Trouble
CAP Caprate Assimilation Transparence Trouble
ADI Adipate Assimilation Transparence Trouble
MLT Malate Assimilation Transparence Trouble
CIT Citrate Assimilation Transparence Trouble
PAC Phényl-acétate Assimilation Transparence Trouble
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TABLEAU D'IDENTIFICATION / IDENTIFICATION TABLE /| PROZENTTABELLE /
TABLA DE IDENTIFICACION / TABELLA DI IDENTIFICAZIONE / QUADRO DE IDENTIFICAGAO /
NINAKAY TAYTONMOIHEHE / IDENTIFIERINGSTABELL / IDENTIFIKATIONSTABEL /
TABELA IDENTYFIKACJI

% de réactions positives aprés 24-48 h a 29°C + 2°C / % of positive reactions after 24-48 hrs. at 29'C+2°C /
% der positiven Reaktionen nach 24-48 Std. bei 29 C + 2°C / % de las reacciones positivas después de 24-48 H a 29°C + 2°C /
% di reazioni positive dopo 24-48 ore a 29°C + 2°C / % de reacgbes positivas apos 24-48 H a 29°C 209G
Y% OETIKWY avTISPACEWY PETG aTrd 24-48 Wpeg oToug 29°C + 2°C / % av positiva reaktioner efter 24-48 timmar vid 29°C + 2°C /
% af positive reaktioner efter 24-48 timer ved 29°C+2°C/% pozytywnych reakcji po 24-48 godzinach w 29°C + 2°C

API 20 NE V6.0 ESC| GEL | PNPG | GLUa |ARAa [MNEa| MANa [NAGa | MALa] GNTa CAPa| ADIa | MLTa[CiTa]PACa] OX
Pseudomonas aeruginosa 1 B 1 99 e B2 89 84 1 B 9 98 99 W o8
Pseudomonas fiuorescens 0 1139 ] 1 71 89 8 1 99 9 BN o 16_F&k
P i 0 0]0fa0 0 0o: Y 0 0 0 0 99 00 ) 00100 9 00
Pseudomones pulida 1] 410l o 1 el 56 | 571 5 2:F: 9 99 KR 00 99 EELE 99
0 1 1 Q 1 0 98 ) 10 |- 67 ] 0 8 8 1 99’ '8 g 00
241 1| 1 |46 70| 72 00 9 6 8 B 00
0 EBE 0 5 0o 1] 00 0 99 00 00 0 00 00 Q 94 00
/Ofigelia P TS e g o e SR 0 1 Q 1 0 [¢] 0 0 1 99" gk EECRN 100
B dimonas vesi i I 16| 0 |0 | C 0 HELM 12 |34 | 72 1 1 3 10 (.72 1 1 1404 0 0 8
Comamonas acidovorans el o Jofofolo[1] 0 1 1 0 38 0 | O 4 9° ‘99 FTH 8 00
- C i ig ojols|l4]o]a 1 11| 3 3 4 1 2 |42 38 Fyal 32 | 3 LR
Chryseomonas luteoia 5. GRS I AR BN 100 [RTH: 93 99 799" 99 - 'gs JRPM 76 .8 R 1|2
Flavimonas oryzihabitans ojJofo]o 1 0 |11 1 00" 99 99 00 0 Bt 9 88 2 9 99 BN 1
~| Methylobaclerium mesophilicuim 211 0]l0] o0 2 0] 0 0 21 | 40 0 4] 1 0 7 0 5 8 0 BCE
Ralstonia pickettil 32/ 01111 13]of1[ 0 BEM3] 1 |10]14] 0 g6 MTW 99 o8 M o
Shewanella putrefaciens 96 Y 1 0 1 71 g 0 6 11 0 0 9 10 q:1 90 2 0 00
Sphingomonas paucimobilis 1010010 1 1 0 99 8 15 64 BELY 3 61 145( 1 [73
ftophi 370 1 010 [l 99 99 8 8 3 9 2. 98 99 0 99- 98 0 T,
| Acir b 21o0jelofl1]1]1 O | 67170 1 1 1.4 1 80 0099 8 0
Acinetobacter haemolyticus 1 0|14l 0] 0} 0 B 0 1 a 0 0 0 0 2 99° 8 1 0
Acinetobacter juniifiohnsonii 1 0]l]o}o 1 0 jo0f o 24 8 2 Q 0 Q 4 701 O 0
Acinetobacter hvoffii 3 p0-40Fofi2pofol o)1 0 1 1 0 20 | 4801 1 |-.36] 0
Acinetob 2.2 o:b2 b o folol o f1e] 2 0 0 2 0 el 2 | 2 BRSO
Aeromonas hydrophilaicaviae 99: /89" 99 8 Kl 39 8 9-7.80 8 99 99 99 1 sBR 37| 1 FCR
Aer.salm.ssp i G o 21 19 101 o 21}33] o les] o |33 [s0] 2 |21 0 2 10| 0 00
A Ssp Wi 0 |57 [36] 0 9 18 84 1 3] 96 84 9 1 9 1 0 00
Aeromonas sobria 00 8696 36 HOHIK 9399 00 ENPH 99 99 99 0o 99 8 0 00
Agrobaclerium radiobacter 2 0 | 0| 0 |65 KCEE 1 99 00: 100:2100-:100" <99 -99° gp 2 0 00 BB oo
| Alcaligenes denitrificans 9 ojojojtlojJo] o 1 0 0 0 9 1 BREE 20 6::79 949 00
Alcali 's faecalis 1 1 00} 0 010 1 0 1 [ B -0 Q ] 3 7 00:°9 9 8
Alcali s faecalis 2 @ 0j0]JofojofoO 0 3 0 0 [i] Q 4] 99 BFEKE 9 0 00
3 Alcafgenes xylosoxidans 8 [1] a 1 0 0 1 0 9 0% 30+ 1 ¥ | 1. 0o 8 94 9 0
Bergeyelia zaohelcum 0jo0fofo Ll o774 o 0 0 2 0 Q [i] 1 0 99
Eordetella avium Ojofojofojo]o 0 4 0 0 Q 0 Q 0 0 99 00 9
Bordetella bronchiseptica 0|0 |0 & 0jo 0 0 0 Q Q 0 0 0 5 8 9 80 00
CDCgrlvC-2 1 010fo0j23|[¢0 1 0 1 1 Q 1 Q 1 89 8 8 9 38 14 B
Chromobacterium viokaceum g 1 9. 100 S Bl 100 ) (U 0 | 66| 10 [ 0 00 0 Pl 36| 0 B
Chryseobacterium indologenes 20 gl 1.1 0 [ 70 BEERSCER 22 | 65 [ 12 [ 37 | 1 0 166 1 0 1 1 112 12 B
> | Chr i ing i [ 8 134505 9 86" [l 80 G 70161 ] 0 Q 1 0 [25] 0 9
Myroides spp 0 1 O | O EEEE 1 BCI 0 1 0' 0 a 1 0] 0 0 0 1 0 1 00
M lacunata A8 0 {0 | 0] 0] 0 BEE 0 0 0 0 0 ] 0 0 0 0 9 1 0 el
Moraxella spp * 34 oflojofofol1 1 1 0 0 1 0 0 1 17: |01 [ ] 1
Ochrobacirum anthropi M 0 | 0| 0 BYEE 1] 0 1 8 60| 20 98 34 13| 4 FCTM 47| 1 &
Qligella ureolytica 74l 0]oj o0 BE® oo o 1 0 0 0 0 0[5 1 1 3 95 [PI38 96
Psychrobacter phenylpyruvicus 60| 0 [ O | 0 & 010 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 3 1 a 00
Sphingobactenum multivorum 0l0 |1 0 B 0 1 9 9 9 9 0 99 99 0 0 0 1 0 [ 99
| Sohingobacterium spinitivorum 0jofojol1 00/ 50} 00 00 B 99 10 0 00 B 0 0 0 0 0 -
virosa/ brevis 2] 5 ]ofofo] 1 EfE o 1 1 1 1] [ 0 1 1 0 3 ]1] 0 R
Pasleurelia aerogenes 00 B} 0 il 0 [ O 00: 99 9 1 80 99 9 0 0 9 0 0
Pasleurella haemolytica S 0j2jlo0jo0o]l2]o 8 0 0 0 Q0 0 0 0 0 0 0 0 (U8 8
Pasteurella mutocida 96: 796 BN 0j10]0 0 10 1 0 2 1 1 2 1 0 1 1 0 LI 86
Pasteurelia pneumoatropica W61 (26| 0 B 0]o0 8 & 1 6 0 6 3 6 0 1 6 0 0 Jt:
Pasleurella spp. 96 (i B R B (R 41191 1 1 1 1 1 1 0 1113 11 [l 8
Photobactesium damsela 99. G CERCLH 2 | 0 | 11 [ 11 ] 0 6 0 1 6 0 0 0 | 63|00 00
Piesi i i 99--99 98 98 [ N 86 9 Q0 12 0 . 8 99 0 0 0
Vibrio alginolyticus 9819 Q 0 | 65 B 10 1 18 57 | 74 6 1 0 9 1 0
Vibrio cholerae 99. 100 99 HMUMENEEN 99 99 388 HEED 8 g 98 1 DI 99 9 1 00
Vibrio holiisae sl 31 o folo] ol 3 [10[67 |68 0 | 24 | 1 | a1 0 ] 0 & 0| 0 RO
Vidrio metschnikovit 0 |50{64]| 0| 0| 7 IR 50 &L 0 | 71 BNty o RIANE o EIEEE
v,bﬁopamhaem%ﬁcug 99:-:99. 100 K 6 | 1 BEhEEC 90: 8 8 99 51 98" “90 0 1 99 AN 99
Vityio vulnificus 00 -9 9 0 1 B 9999 9 0 10 9 1 6 28 0 0 9 9 0 00

“ Brevundimonas spp possible / méglich / posible / possibile / possivel / moavoy / mojlig / mulig / Mozliwosé.
Vérifier la mobilité / Check the motility / Beweglichkeit iberpriifen / Verificar la movilidad Verificare la mobilita /
Verificar a mobilidade / EAé€e v kivnmikoTnra / Kontrollera motiliteten / Kontrollér motiliteten / Sprawdzi¢ zdoinosé do ruchu:

Brevundi diminuta / vesicularis Moraxelia spp
Moabilité 7 Motility / Beweglichkeit / Movilidad / Mobilita / Mobilidade / Kivnnkornra / % _
Motilitet / Ruch

bioMérieux® SA 1l
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diameétres critiques et régles de lecture interprétative
pour Acinetobacter spp., Stenotrophomonas maltophilia et Burkholderia cepacia.

Annexe 3. Concentrations,

Famill Antibioti Charge Concentrations Diameétres critiques
amilles ntibiotiques ;
q Signe des critiques (mg/L) (mm)
d’antibiotiques testés & Sensible | Résistante | Sensible | Résistante
sques
Ticarcilline TIC |75 M8 <16 > 64 >22 <18
Ticarcilline+ TCC | 75/10pg | <1612 > 64/2 >22 <18
Ac. clavulanique
Pipéracilline PIP 75png <16 > 64 >18 <12
Pipéracilline+ TZP | 75/10pg | <16/4 > 64/4 >19 <14
tazobactum
P-lactamines Cefpirome CPO 30 pg <4 >8 >21 <19
Aztréonam ATM | 3Opg <4 >8 >23 <21
Céfépime FEP 30 pg <4 > 8 >21 <19
Ceftazidime caz | 30us =4 > 8 >21 <19
Imipénéme IPM 10 pg <2 > 8 224 <17
Amikacine AN 30 ug <8 > 16 >17 <15
Aminosides Gentamicine GM 15 pg <4 >4 >16 <16
Tobramycine ™ 30 pg <4 >4 > 16 <16
Ofloxacine OFX S Hg <1 > 1 >22 <22
FQuinolones
Ciprofloxacine CIP Sng <1 > 1 >22 <22
Autre Colistine cs 30 g < >2 >15 <15
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Annexe 4. Concentrations, diameétres critiques et régles de lecture interprétative
pour Pseudomonas aeruginosa.

Famill J— Charge Concentrations Diamétres critiques
a‘m .es ntibiotiques Stone dis critiques (mg/L) (mm)
d’antibiotiques testés diig Sensible | Résistante | Sensible | Résistante
ues
RY R R R
Ticarcilline Tic |75#8 <16 > 16 >22 <22
Ticarcilline+ TCC | 75/10 pg <16/2 > 16/2 >22 <22
Ac. clavulanique

Pipéracilline PIP 75ug <16 > 16 >18 <18
Pipéracilline+ TZP | 75/10pg | <16/4 > 16/4 >19 <19

tazobactum
P-lactamines Cefpirome CPO 30 pg <8 >8 >19 <19
Aztréonam ATM | 30ns <1 > 16 >27 <19
Céfépime FEP 30 ug <8 > 8 >19 <19
Ceftazidime caz | 30ue <8 > 8 >19 <19
Imipénéme IPM 10 pg <4 > 8 222 <17
Amikacine AN 30 ug <38 > 16 >17 <15
Aminosides Gentamicine GM 15 pg <4 >4 >16 <16
Tobramycine ™ 30 pug <4 >4 > 16 <16
Ofloxacine OFX 3 Hg <1 >1 >22 <22

FQuinolones
Ciprofloxacine CIP Sug <0.5 >1 >25 <22
- 50 pg
Autre Colistine CS <2 >2

N
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v
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Annexe 5. Préparation des solutions d’

antibiotiques (Courvalin et al., 1991)

Solution initiale | Solution mére | Eau distillée | Concentration Concentration finale
'ml) (ml) (ml) Obtenue (ug/ml) | dans le milieu (ng/ml)

5120 2 2 2560 256

5120 1 3 1280 128

5120 0.5 3.5 640 64
5120 0.5 4.5 320 32

320 2 2 160 16

320 1 3 80 8

320 0.5 3.5 40 4

320 0.5 7.5 20 2

20 2 2 10 1

20 1 3 5 0.5

20 0.5 3.5 2.5 0.25

ey
]
(-]

oo
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Annexe 6. Solution et tampon pour extraction de ’ADN plasmidique

(Kado et Liu., 1981)
Solutions et tampons Composition

Solution de lyse Tris pH 12,6 50 mM
SDS 3%

Tampon TE Tris 50 mM
EDTA 10 mM
pH 8

Solution d’acétate de sodium Acétate de sodium 3M
pH 4,8

Tris : Hydroxyméthyl amino méthane.
EDTA : Ethyléne Diamine Tétra acide acétique.
SDS : Sodium dodécyl sulfate.
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Annexe 7. Solution et tampon pour Pélectrophorése de ’ADN plasmidique

(Sambrook et Russel., 2001)

Solution et tampon Composition
Tampon TBE 5X (pH 8.3) Tris base 54¢g
Acide borique 275¢g
EDTA 0.5 M 2ml
Eau distillée gsp llitre
Tampon de charge Glycérole 3ml
Bleu de bromophénol 75mg
Eau distillée 7ml

TBE : Tris-borate-EDTA.
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Annexes

’Antibiogramme obtenus pour les souches d’Acinetobacter

baumannii
1. p-lactamines
Souches PIP TZP TIC TCC ATM CAZ IPM FEP
>18<12 | >19<14 | >22 <18 222 <18 | >23 <21 >21<19 | >24 <17 >21 <19
SA1 10R 13 R 7R 7R 12R 7R 12R 16 R
SA2 7R 9R 7R 7R 8R 7R 10 R 13R
SA3 8§ R 181 181 181 12R 7R 258 11 R
SA4 7R 8R 7R 7R 7R 9R 9R 14 R
SAS 8§ R 141 181 181 11R 7R 258 12R
SA6 7R 11R 7R 7R 8R 7R 11R 13R
SA7 8§R 141 181 181 I11R 7R 258 I11R
SAS8 9R I13R 13R 14 R 7R S8R 27 S 12R
SA9 8§R 141 181 181 11R 7R 258 12R
SA10 7R 9R 7R 7R 7R 7R 11R 10R
SA11 9R 13R 15R I13R 7R 7R 278 11R
SA12 7R 7R 7R 7R 7R 9R 10 R 10R
SA13 7R 7R 7R 7R 7R 7R 10R I10R
SA14 348 348 33 S 338 1I9R 30S 36 S 22 S
SA15 S8R 12R 13R 13R 7R 7R 278S I5R
SA16 7R 9R 7R 7R 7R 7R 11 R 11R
SA17 7R 9R 7R 7R 7R 7R 11R I11R
SA18 7R 7R 7R 7R 7R 7R 12R 14 R
SA19 S8R 141 17R 13R 7R 7R 318 14 R
SA20 7R 141 17R 14 R 7R 7R 328 15R
SA21 9R 12R 13R 16 R 7R 8R 28 S 16 R
SA22 9R 151 191 211 7R S8R 318 12R
SA23 8§R 13R 15R 17R 7R 9R 278 11R
SA24 7R I13R 181 181 7R 7R 308 11R
SA25 8 R 151 14R 14R 12R 7R 24 S 10 R
SA26 7R S8R 7R 7R 8R 7R 8R 10 R
SA27 218 228 228 228 211 218 30 S 228
SA28 7R 10R 14 R 11R I0R 7R 23 S 11R
SA29 11R 181 I5R 16 R 7R I11R 28 S 201
SA30 7R 13R I5R I13R 12R 7R 25 S 10R
SA31 8§ R 151 16 R 15R 12R 7R 258 10R
SA32 7R 7R 7R 7R 7R 7R 8R 10R
SA33 171 24 S 8R 12R I12R 7R 318 18R
SA34 7R 8R 7R 7R 7R 7R 9R 10R
SA35 9R 141 12R 12R 7R 7R 308 12R
SA36 7R TR 7R 7R 7R 7R 8R 10R
SA37 21 S 22 S 22S 23S 20R 21 S 29 S 22 S
SA38 10R 11R 16 R 16 R I10R 7R 27 S I5R
SA39 8§R 151 I5R I5R 7R 7R 28 S 14 R

T
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Souches | PIP TZP | TIC TCC | ATM | Caz | IPM FEP

218<12 | »19<14 | >22<18 | >22 <18 | >23 <21 | 521 <19 | 524 <17 | >21 <19
SA40 7R 11R 7R 8R 7 R 8R 24S | 14R
SA41 7R 20S 7R 11 R 7R 7R 278 14R
SA42 7R 151 7R 7R 7R 13R | 285S 12R
SA43 7R 171 7R 7R 7R 13R | 258 12R
SA44 7R 161 7R 10R 7R I5R | 278 12R
SA45 7R 12R 7R 8R 7R 12R | 285§ 11 R
SA46 7R 13R 7R 10R 7R 7R 24 S 14R
SA47 8R 19 7R 15R | 10R | 17R | 255 15R
SA4S 7R 181 7R 7R 8R 14R | 328 16 R
SA49 7R 7R 7R 7R 7R 7R 9R 14R
SAS50 7R 7R 7R 7R 7R 7R 9R 13R
SAS1 8R 181 8R 8R 7R 7R 30S 13R
SA52 | 7R 11 R 7R 7R 7R 18R | 288 11 R
SAS3 7R 7R 7R 7R 7R 7R 9R 15R
SAS54 7R 7R 7R 7R 7R 7R 7R 11R
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2. Aminosides et fluoroquinolones

Aminosides Fluoroquinolone | Autre

Souches Tobramycine Gentamicine Amikacine Ciprofloxacine | Colistine

‘ >16 <16 =16 <16 =17 <15 222 <22 >15 <15
SA1l 258 10R 7R 7R 24 S
SA2 17 S S8R 8§R 8§ R 158
SA3 18 S 8R 7R 7R 16 S
SA4 9R I10R 10R 228 16 S
SAS 17 S 7R 7R 7R 16 S
SA6 178 9R 10R 7R , 158
SA7 178 8§R 18 S 7R 158
SAS8 10R 11R 10R 228 16 S
SA9 17 S 8§R 18 S 7R 158
SA10 18 S 8R 10R S8R 158
SA11 10R 12R I11R 23S 16 S
SA12 10R I11R 10R 22 S 16 S
SA13 178 7R 9R 11R 16 S
SA14 208 23S 218 26 S 158
SA15 9R 11R 11R 228 158
SA16 18 S 8§R 10R 11R 16 S
SA17 18 S 15R 9R 11R 16 S
SA18 218 7R 10R 11R 198
SA19 10R 14 R 11R 308 218
SA20 10R 12R 10R 278 218
SA21 10R 12R 11R 24 S 18 S
SA22 23S 178 10R 7R 17 S
SA23 10R 12R 10R 22 S 158
SA24 208 7R 7R 7R 218
SA25 16 S 7R 7R 7R 18 S
SA26 16 S 7R 7R 8§R 18 S
SA27 16 S 20 S 18 S 22 S 18 S
SA28 20 S I5R 8§R 7R 18 S
SA29 10R 13 R 11R 26 S 22 S
SA30 16 S 7R 7R 7R 18 S
SA31 16 S 7R 7R 7R 18 S
SA32 16 S 7R 7R 10R 198
SA33 24 S 14 R 13R 9R 17 S
SA34 208 S8R 8§R 10 R 17 S
SA35 10R 11 R 10R 23 S 17 S
SA36 20 S 9R 7R 10R 178
SA37 218 23 S 218 28 S 17 S
SA38 22 S 17 S 8§R 7R 16 S
SA39 19 S 16 S 8§R 7R 158
SA40 7R 7R 17S 228 158
SA41 19 S 9R 10R 9R 158

—
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Aminosides Fluoroquinolone Autre

Souches Tobramycine Gentamicine Amikacine Ciprofloxacine | Colistine
=16 <16 __>16 <16 217 <15 222 <22 215 <15
SA42 7R 7R 18 S 24 S 16 S
SA43 8§R 7R 17 S 228 17 S
SA44 10R 7R 178 228 16 S
SA45 7R 7R 18 S 238 16 S
SA46 10R 10R 178 24 S 158
SA47 17 S 10R 18 S 258 158
SA48 7R 7R 10R 318 16 S
SA49 218 12R 11R 9R 17 S
SAS50 18 S 12R 11R 9R 18 S
SAS1 11R 12R 18 S 278 158
SAS52 9R 7R 17 S 27 S 16 S
SAS3 18 S 7R 7R 13R 16 S
SAS54 208 10R 7R 9R 16 S




Annexe 9. Photos d’antibiogrammes obtenus pour les souches d’A. baumannii.

Souche multirésistante
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Annexe 10. Résultats de CMI (ug/ml) obtenus pour les souches d’Acinetobacter

baumannii
1. p-lactamines
Souches PIP TZP TIC TCC ATM CAZ IPM FEP
S16>64 | <16>64 | <16>64 | <16>64 | <4>8 | <4>8 | <2>8 | <4>8

SA1 >512 256 >512 >512 128 >512 64 128
SA2 >512 256 2512 >512 128 >512 32 128
SA3 256 64 64 64 128 128 2 64
SA4 >512 512 >512 >512 256 >512 64 512
SAS >512 128 64 64 64 128 2 64
SA6 >512 256 >512 >512 128 >512 32 64
SA7 256 64 64 64 64 128 2 64
SAS8 256 128 128 128 256 64 2 64
SA9 256 128 64 64 64 128 2 64
SA10 =512 256 >512 >512 128 >512 32 128
SA11 256 128 128 128 256 64 2 64
SA12 512 256 >512 >512 512 >512 64 128
SA13 >512 256 >512 >512 128 >512 64 128
SA14 4 >1 S S 8 <0.5 <0.5 <1
SA15 256 128 128 128 256 64 2 64
SA16 >512 256 >512 >512 256 >512 64 64
SA17 >512 512 >512 >512 256 >512 64 128
SA18 512 512 >512 >512 256 >512 64 256
SA19 256 128 128 128 256 64 2 128
SA20 256 128 128 128 256 64 2 64
SA21 256 128 128 128 256 64 2 128
SA22 256 64 64 64 64 128 2 32
SA23 256 128 128 128 256 64 2 64
SA24 256 128 64 64 64 256 2 64
SA25 256 128 64 64 64 128 2 64
SA26 2512 512 >512 >512 256 >512 64 256
SA27 S 4 S S 8 S <0.5 S
SA28 >512 256 >512 128 64 512 2 256
SA29 256 128 128 128 256 64 2 64
SA30 256 128 64 64 64 128 2 64
SA31 256 128 64 64 64 128 2 64
SA32 >512 512 >512 >512 256 >512 64 256
SA33 32 8 512 256 128 >512 <1 16
SA34 2512 >512 >512 >512 512 >512 128 512
SA35 256 128 256 256 512 128 ) 128
SA36 >512 512 >512 >512 256 >512 128 128
SA37 4 4 <16 <16 8 4 <} 4
SA38 256 128 64 64 128 64 2 256
SA39 256 128 64 64 128 128 2 32

‘e
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Souches | PIP TZP | TIC TCC | ATM | caz | M | ¥Ep
S16>64 | <16>64 | <16>64 | <16>64 | <4>8 | <4>8 | <258 | <4»3
SA40 | >512 256 >512 | >512 256 64 | <1 | 256
SA41 | >512 ¥ >512 512 512 >512 <1 32
SA42 128 128 | >512 | >512 256 32 <1 128
SA43 | >512 64 >512 512 64 32 <1 64
SA44 | >512 | 256 | 510 512 256 64 <1 128
SA45 | >512 128 | >512 | >512 256 64 <1 256
SA46 | >512 | 256 512 512 256 | >512 2 128
SA47 | 128 32 >512 | 256 64 16 <1 32
SA48 | >512 64 >512 | >512 128 32 <1 64
SA9 | >512 | >512 | >512 | 500 512 | >512 128 128
SAS0 | >512 | >512 | >512 | =510 512 >512 128 128
SA51 | 512 128 256 256 128 | >512 <1 32
SA52 | >512 | 256 | >512 | >s512 | 256 64 <1 256
SAS3 | >512 | >512 | >512 | >512 512 | >512 128 256
SAS4 | >512 | >512 | >512 | >512 | 256 | Ssi 128 256

e in

teagrnd?
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2. Aminosides et fluoroquinolones

Aminosides Fluoroquinolone
Souches Tobramycine Gentamicine Amikacine Ciprofloxacine
<4 >4 <4 >4 <8>16 <1>1
SAl 1 64 256 8
SA2 2 128 256 8
SA3 2 256 256 64
SA4 16 32 128 0.5
SAS 4 256 512 64
SA6 1 64 256 8
SA7 2 128 8 64
SAS8 16 64 64 0.5
SA9 2 256 8 64
SA10 1 128 256 8
SAl1 32 32 64 0.5
SA12 16 32 128 64
SA13 1 256 256 8
SA14 <0.25 32 - -
SA15 16 32 64 0.5
SA16 1 128 128 8
SA17 1 32 256 8
SA18 1 128 256 8
SA19 16 32 128 0.5
_SA20 16 32 64 0.5
SA21 16 8 64 1
SA22 0.5 2 128 64
SA23 16 16 128 1
SA24 4 512 512 64
SA25 4 512 512 64
SA26 2 128 128 16
SA27 1 - 4 =
SA28 0.5 8 64 64
SA29 16 8 64 1
SA30 4 512 512 64
SA31 4 32 256 64
SA32 4 512 256 8
SA33 4 64 32 16
SA34 2 512 128 16
SA35 16 8 64 1
SA36 2 512 128 16
SA37 1 0.5 2 <0.125
SA38 0.5 2 64 32
SA39 0.5 4 128 64
SA40 32 512 2 1
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Aminosides

Fluoroquinolone
Souches Tobramycine Gentamicine Amikacine Ciprofloxacine
<4 >4 <4>4 <8>16 <1>1
SA41 4 64 128 32
SA42 64 512 4 0.5
SA43 32 512 2
SA44 16 512 2 1
SA45 64 512 2 1
SA46 32 32 2 0.5
SA47 1 32 2 0.5
SA48 64 512 128 1
SA49 1 128 128 16
SAS50 1 128 64 8
SAS1 16 32 1 0.25
SAS2 64 512 2 1
SAS3 2 512 256 8
SAS54 1 512 128 16

i
97§

s,




Annexes
R\

Annexe 11. Résultats d’Antibiogramme obtenus pour les souches d’Pseudomonas

aeruginosa
1. p-lactamines
Souches PIP TZP ATM TIC TCC CAZ mMP FEP
218<18 | >19<19 | >27<19 | >22<22 | >22<22 | >19<19 | >22<17 >19<19
SP1 26 S 278 278 258 21 R 26 S 12R 258
SP2 26 S 26 S 278 26 S 20R 24 S 12R 258
SP3 26 S 278 278 248 20R 24 S 11R 23S
SP4 26 S 26 S 278 258 23S 24 S 14R 278
SP9 308 30 S 288 26 S 24 S 28 S 13R 278
SP16 258 258 278 238 20R 26 S 13R 228
SP5 278 26 S 278 23S 23S 24 S 338 278
SP6 228 23S 231 228 20R 24 S 24 S 24 S
SP7 328 328 318 28 S 258 28 S 29 S 238
SP8 30S 30 S 348 26 S 26 S 28 S 328 258
SP10 278 28 S 261 258 258 26 S 30 S 258
SP11 23S 24 S 241 20R 18R 24 S 26 S 258
SP12 23S 278 278 258 258 24 S 278 278
SP13 278 278 231 248 24 S 24 S 28 S 28 S
SP14 308 30S 30S 26 S 26 S 28 S 328 278
SP15 258 248 251 228 20R 23S 258 28 S
SP17 198 20S 251 20R 17R 248 278 23S
SP18 28 S 28 S 28 S 258 258 26 S 348 278
SP19 258 26S 278 238 228 26 S 278 278
SP20 23 S 24 S 231 21R 20R 238 23S 258
SP21 218 238 278 16 R 17R 208 228 228
SP22 258 278 231 20R 20R 23S 29 S 258
SP23 19 S 20 S 231 17R I5R 20 S 23S 258
SP24 228 228 241 20R 20R 24 S 278 228
SP25 23S 24 S 278 23S 23S 258 24 S 228
SP26 218 218 241 1I9R 19R 208 258 278
SP27 24 S 24 S 278 228 228 238 24 S 278
SP28 18 S 198 221 14 R 19R 24 S 26 S 258
SP29 23S 258 278 24 S 23S 258 24 S 278
SP30 218 24 S 251 228 21 R 228 258 28 S
SP31 24 S 228 221 20R 20R 228 23 S 28 S
SP32 19 S 258 211 20R 20R 258 278 23S
SP33 24 S 278 28 S 258 238 258 308 228
SP34 258 258 278 238 23S 26 S 278 278
SP35 218 228 278 238 238 24 S 24 S 28 S
SP36 258 258 261 24 S 21R 248 26 S 258
SP37 258 26 S 211 21 R 20R 23S 238 238
SP38 198 20 S 231 20R 1I9R 228 238 26 S
SP39 258 26 S 298 298 278 328 348 26 S

Yomgm?
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Souches | PIP TZP ATM TIC TCC CAZ mp FEP
218<18 | >19<19 | >27<19 | >22<22 222<22 | >19<19 | >22<17 | >19<19
SP40 28 S 318 28 S 26 S 26 S 30S 26 S 24 S
SP41 28 S 318 28S | 268 26 S 20 S 35S 278
SP42 23S 26 S 278 23S 21 R 26 S 30S 29 S
SP43 23 S 258 28 S 22 S 228 278 28 S 258
SP44 26 S 278 278 23S 23S 24 S 28 S 26 S
SP45 23 S 24 S 231 22 S 228 24 S 23 S 28 S
SP46 318 318 241 258 258 27S 28 S 23S
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2. Aminosides et Fluoroquinolones

Souches Aminosides Fluoroquinolones | Colistine

GM ™ AM K CIP OFX cs

216 <16 1216 <16 |>17 <15 [>17 <15 |>25<22 |>25 <22
SP1 198 19 S 198 10R 278 I5R 17 S
SP2 198 198 19 S 10R 298 18R 19 S
SP3 208 208 208 10R 28 S 17R 19 S
SP4 218 228 228 9R 35S 241 17 8
SP9 228 228 228 14R 308 17R 218
SP16 18S 178 178 I1IR | 258 13R 19 S
SP5 23S 23S 26 S 10R 318 20R 16 S
SP6 24 S 238 258 10R 33S 14R 17 S
SP7 258 258 26 S 11R 36 S 221 19 S
SP8 248 23S 258 13R 36 S 221 178
SP10 23S 228 238 I11R 33S 221 20 S
SP11 18 S 198 18 S 7R 231 12R 16 S
SP12 218 208 228 9R 308 19R 17 S
SP13 228 228 238 I11R 34 S 221 18 S
SP14 228 228 23S 8§R 308 20R 18 S
SP15 24 S 23S 238 11R 328 18R 19§
SP17 24 S 228 248 11R 308 18R 20 S
SP18 24 S 238 24 S 12R 26 S 16 R 208
SP19 228 238 23S 10R 34 S 231 188
SP20 228 23S 228 10R 378 241 18 S
SP21 20 S 208 20S 7R 28 S 20R 158
SP22 18 S 18 S 198 10R 29 S 18R 158
SP23 218 228 23S 7R 308 221 16 S
SP24 178 17 S 178 13R 26 S 16 R 16 S
SP25 19 S 20S 208 10R 21R 8§R 17 S
SP26 16 S 16 S 17 S 11R 221 I5R 20 S
SP27 198 208 20 S 11R 221 16 R 218
SP28 17 S 16 S 18 S 9R 298 ISR 218
SP29 228 228 17 S 9R 298 18R 16 S
SP30 17 S 18 S 178 13R 26 S 16 R 18 S
SP31 18 S 20 S 208 11R 26 S 16 R 20 S
SP32 20 S 208 178 10R 308 ISR 218
SP33 20 S 20S 178 10R 298 17R 20 S
SP34 228 218 18 S 7R 318 19R 16 S
SP35 228 228 208 9R 308 20R 17 S
SP36 23S 218 208 13R 298 20R 16 S
SP37 208 208 19 S 12R 308 241 158
SP38 218 208 23S I11R 28 S 17R 158
SP39 278 28 S 238 11R 40 S 328 158
SP40 308 28 S 17 S 10R 378 241 17 S
SP41 29 S 278 198 10R 36 S 241 15S

g 100 }
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Souches Aminosides Fluoroquinolones | Colistine
GM T™ AM K CIP OFX cs
216 <16 | >16 <16 | >17 <15 | >17 <15 | >25<22 | >25 <22
SP42 228 20 S 20S 9R 308 18 R 16 S
SP43 258 258 23S 10R 308 20 R 208
SP44 228 228 24 S 11R 348 231 208
SP45 18 S 18 S 18 S 13R 231 12R 218
SP46 24 S 23 S 22 S 14 R 36 S 231 18 S
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RESUME

Les bacilles 4 Gram négatif non fermentants (BGNnF) sont des bactéries pathogénes opportunistes
responsables essenticllement d’infections nosocomiales. Ces bactéries manifestent vis-a-vis des
antibiotiques un pouvoir d'adaptation de plus en plus grand qui aboutit & des problémes thérapeutiques
souvent aigus. Un ensemble de 100 souches de bacilles 4 Gram négatif non fermentants (46
Pseudomonas aeruginosa et 54 Acinetobacter baumannii) ont été isolées, entre Octobre 2009 et Mai
2010, an nivean de divers services du C.H .U de Sidi Bel Abbes. L’étude de la sensibilité in vitro de
ces germes vis-a-vis de 15 antibiotiques dont 8 f-lactamines, 4 aminosides, 2 fluoroquinolones et la
colistine, par la méthode des disques selon les normes du CA-SFM 2010, a révélé 1’émergence de
souches d&’Acinetobacter baumannii multirésistantes aux antibiotiques. L’analyse des phénotypes de
msmoemxﬂ-humn&sd%bacm&spyocyamques a révélé la prédominance du phenotype sauvage
(58,7%) suivi de phénotypes de résistances non enzymatiques (41,3%). Des tests de conjugaison,
mettant en évidence le transfert de la résistance a I'imipénéme et & la ciprofloxacine, puis une
visualisation du contenu plasmidique par éléctrophorése sur gel d’agarose, ont permis de préciser leur
support plasmidique. Enfin, une analyse génotypique par PCR a permis d’identifier un géne (OXA-40)
codant pour Ia production de carbapénémase de classe D.

MOTSCLES:

Pseudomonas aeruginosa; Acinetobacter baumannii; résistance aux antlblothues phenotyp&s de
résistance aux f-lactamines; multirésistance; conjugaison bactérienne, électrophorése sur gel
d’agarose. -

SUMMARY
Non-fermentative Gram negative rods are opportunistic pathogens mainly responsible for nosocomial
infections. These bacteria exhibit a big power of adapting for the antibiotic resulting in therapeutic
problems ofien acute. A total of 100 strains of Non-fermentative Gram negative rods (46
Pseudomonas aemginosa and 54 Acinetobacter baumannii) were isolated between October 2009 and
May 2010 from various units of Sidi Bel Abbes CHU. The study in vitro of susceptibility of these
organisms to 15 aatibiotics, including 8 B-lactams, four aminosides, two fluoroquinolones and colistin,
revealed the emergence of antibiotics multiresistants strains of Acinetobacter baumannii. The analysis
of resistance phenotypes to f-lactams ofPseudomnasaemgmosashowedthepredomanceofwxﬁ
type (58.7%) followed by non-enzymatic resistance phenotypes (41.3%). Conjugation tests
highﬁghﬁng the transfer of resistance to imipenem and ciprofloxacin, followed by a visualization of
plasmidic content by agarose gel electrophoresis, have specified their plasmid support. Finally,
gmotyped by PCR identified a gene (OXA-40) coding for the production of carbapenemases of Class -
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Pseudomonas aeruginosa ; Acinetobacter baumannii ; antibiotics resistance; resistance phenotyp&s to

P-lactams; mmltiresistance ; conjugation; agarose gel elecuophms



